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1.- INTRODUCCION

Las normas internacionales ISO 9001:2000, ISO 10012:2002, ISO 17025:1999 y las
normas mexicanas equivalentes, mencionan la validacion como uno de los
REQUISITOS TECNICOS que los laboratorios deben cumplir para demostrar que: a)
operan un Sistema de Calidad, b) son técnicamente competentes y ¢) son capaces de
generar resultados técnicamente validos."!

Cuando un laboratorio emplea un método de medicion, ya sea de una Norma Oficial
Mexicana o Norma Mexicana (NOM o NMX), Internacional (tipo ISO) o de Asociaciones
o Laboratorios reconocidos (ASTM, AOAC, EPA, etc.), tiene que demostrar que sus
analistas son capaces de alcanzar los parametros de desempefio marcados en la
validacion.

Algunos de los factores que determinan el desarrollo correcto y confiable de los
ensayos efectuados por un laboratorio!"! son:

e Factores humanos (capacitacion, certificacion, destreza demostrada).

e Instalacion y condiciones ambientales (fuentes de energia, iluminacion, aire,
etc.).

e Meétodos de ensayo, calibracion y validacion de métodos.

e Equipos (seleccion, identificaciéon, calibracién, verificacion intermedia, factores
de correccion, inviolabilidad del ajuste, instrucciones de uso, mantenimiento).

e Trazabilidad de la medicién (manejo y uso de patrones, y de materiales de
referencia).

e Muestreo (plan y procedimiento de muestreo).

e Transporte, almacenamiento y control de muestras o material a analizar.

e Andlisis, revision y control de los resultados de las mediciones.

¢ Informes o Certificados de resultados.

Para asegurar que los resuitados de las mediciones sean confiables y comparables es
necesario contar dentro del Sistema de Calidad con un efectivo Sistema de Control de
Mediciones, el cual se encargue de puntos criticos tales como:

a) La confirmacion metrologica®® de los instrumentos, comparando los
requisitos metrologicos del cliente (RMC) con las caracteristicas metrologicas del
equipo de medicion (CMEM) informadas por el laboratorio de calibracion,

b) la calificacién de equipo de instrumentos analiticos (CEIMA),!!

c) la validacién del método de medicién,>®7)



d) las pruebas de aptitud del sistema (PAS),"®!

e) la estimacion de incertidumbre en los resultados,**°!

f) la estimacion de trazabilidad de los resultados.??'%
Los terminos “calificacion” y “validacién” no deben confundirse, no expresan lo mismo.
La calificacion esta orientada y relacionada primariamente a la operacion del
instrumento y la validacion al método del proceso de medicion.

1.1 Métodos de ensayo: Los laboratorios deben usar métodos y procedimientos

apropiados para todos ios ensayos incluyendo: muestreo, manejo, transporte,
almacenamiento, preparacion de la muestra, y cuando aplique estimacion de
incertidumbre de medicién y las técnicas estadisticas para el analisis de los datos.
Normalmente se usan métodos publicados en Normas Nacionales, Regionales,
Internacionales, de Asociaciones Técnicas reconocidas, Publicaciones Cientificas
importantes, Métodos desarrollados o adaptados por el laboratorio si son apropiados
para el uso pretendido y éstos deben estar validados para que cumplan con las

necesidades del cliente "]

1.2 Validacion de métodos: El quimico actual dispone de una enorme serie de

técnicas instrumentales para realizar los analisis. La validacion de estas técnicas
instrumentales es la confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica prevista. Es
siempre un balance entre costos, riesgos y posibilidades técnicas.

La validacion examina los parametros de desempeno (caracteristicas de
funcionamiento) de un método para identificar y establecer cualquier limitacion que
pueda esperarse del método cuando se aplique a un tipo especifico de muestras,
algunos de esos parametros son:

Intervalo de trabajo/linealidad, sensibilidad, selectividad, robustez, limite de deteccion,

limite de cuantificacion, precision, recuperacion, exactitud, incertidumbre, etc..

El objetivo de este trabajo es describir algunos de estos parametros y las herramientas
estadisticas empleadas para comparar los resultados con los criterios y/o
especificaciones a fin de tomar decisiones confiables de aceptacion o rechazo al

desarrollar una metodologia que incluye una técnica instrumental.



2.- ANTECEDENTES

2.1 Técnicas instrumentales

La quimica analitica cuantitativa es una ciencia metrolégica, se ocupa de los metodos
experimentales que determinan la composicién quimica de la materia; informando
numericamente la cantidad relativa de las especies atomicas o moleculares que
contiene la muestra, de gran importancia para transacciones econdémicas de tipo
comercial, regulaciones de salud, control de contaminacién, de calidad etc. Los
métodos analiticos describen la secuencia de actividades, recursos, materiales y
parametros que se deben cumplir, para realizar el analisis de un componente
especifico de la muestra. Se pueden clasificar en clasicos e instrumentales
dependiendo de las técnicas de separacién y de las técnicas de determinacion de
analitos empleados en ellos (tabla 1 anexo 1). Los métodos analiticos instrumentales
emplean técnicas de separacidn mas complejas y la técnica de determinacion utiliza la
medida de alguna propiedad fisica de las sustancias (enumeradas en la tabla 2 del
anexo 1) para cuantificar una gran variedad de analitos, inorganicos, organicos y
bioquimicos. El principio de mediciéon de cada técnica depende de la propiedad usada,
conocer ese principio y esas propiedades fisicoquimicas ayudan al analista a conocer
el método instrumental y a evaluar las condiciones 6ptimas de trabajo de los sistemas
de medicion a utilizar. En las técnicas instrumentales las mediciones se realizan
mediante una fuente generadora de sefal en el analito a estudiar que estimula un
fendmeno fisico que nos da una respuesta detectable y cuantificable en un detector. Es
util también conocer que componentes del sistema de medicion emplean las técnicas
instrumentales (tabla 3 anexo ) ya que éstos influyen sobre los resultados de la
medicion. Al elegir la técnica instrumental mas conveniente entre la gran cantidad que
hay de éstas disponibles en el mercado, deben considerarse los requerimientos
analiticos y las caracteristicas o parametros de desempefio (tabla 1 anexo Il), ademas
del tiempo, costo y de que los instrumentos deben calibrarse periddicamente con

patrones de trazabilidad conocida o con materiales de referencia certificados.!""

2.2 Validacion de métodos
Conviene que previo o en conjunto con la validacion se haga; la Confirmacion
Metrologica (CM), la Calificacién de los Instrumentos (CEIMA), los ensayos de aptitud

del laboratorio, la calibracidn, las determinaciones de incertidumbre y de trazabilidad.



La validacion de un procedimiento consiste en tres pasos:!'

a) Establecimiento de las condiciones por cumplir (conforme a criterios y/o
requisitos de autoridades o clientes).

b) Determinacion de los pardmetros de desempeno del procedimiento.

c) Valoracion de los resultados de la validaciéon, comparacion de los parametros
obtenidos con las condiciones establecidas y decision de la validez del
procedimiento para el propédsito establecido.

Las condiciones por cumplir para la primera parte de la validacion las fija el cliente o la
normatividad existente, la segunda parte el responsable de la validacion como se
menciona a continuacion y la tercera parte se hace empleando técnicas estadisticas.

El objetivo y el alcance de la validacién (tabla 2 anexo Il) deben ser determinados por el
responsable del ensayo. Los parametros por determinar y en caso necesario, los
principios aplicados deben ponerse por escrito en un Informe de Validacion. En algunas
circunstancias (tabla 3 anexo Il) se requieren evaluar todos los parametros y en otras
no, en muchos casos, por falta de informacion sélo pueden darse en forma simplificada.
La confiabilidad de los resultados de una medicion, es el factor de mayor importancia
para la toma de decisiones, es una declaracion de conformidad o no conformidad con
el requisito establecido por una norma o cliente, puede estar soportado®®?! por:

a) El examen directo de un atributo,

b) la conclusion sobre un atributo a partir de resultados de medicion, o

¢) la realizacion directa de mediciones.

El tercer paso de la validacion es, valorar los parametros de desempefo obtenidos de
los resultados, compararlos contra los criterios 0 especificaciones del procedimiento
para el propoésito establecido y dictaminar sobre la aceptacion, rechazo o de la
necesidad de modificar el método validado.

En el anexo Ill se describen términos y herramientas estadisticas que ayudan a realizar
dicho dictamen con mayor confiabilidad.

3.- DISCUSION

3.1 PARAMETROS DE DESEMPENO EN LA VALIDACION DE METODOLOGIAS
INSTRUMENTALES.

La validacion del método se considera distinta a las actividades realizadas en forma

continua tales como el control de calidad interno, o las pruebas de aptitud del
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laboratorio. La validacion del métedo se lleva a cabo una sola vez, o a intervalos
planteados en el sistema de calidad del laboratorio, durante la vigencia de un metodo;
informa qué desempefio se puede esperar que proporcione a futuro dicho métedo. E
control de calidad interno informa sobre como se desempefa el método con el tiempo.
Algunas Instituciones internacionales plantean que la validacion debe referirse a un
“sistema analitico” en vez de a un “método analitico”; el sistema analitico
comprenderia: un protocolo del método definido, un intervalo de concentracion definido
para el analito, y un tipo especificado de material de prueba.”

La validacion del método hace uso de una serie de pruebas que al mismo tiempo que
comprueban cualguier suposicién en la gue el método analitico se basa, también
establecen y documentan los parametros del desemperfio del método, y con ello
demuestran si éste se ajusta adecuadamente a un proposito analitico particular a lo
largo del intervalc de concentraciones del analito y de los matenales de prueba a los
que se aplica. Los parametros de desempefo tipicos de los métodos analiticos son:
aplicabilidad, selectividad, intervalo de trabajo/linealidad, calibracion, precision
(repetibilidad, reproducibilidad), recuperacion, limite de cuantificacion, limite de
deteccion, sensibilidad, robustez/desigualdad y exactitud. A los que pueden
agregarse la incertidumbre de mediciéon y la aptitud hacia un proposito. Estas
caracteristicas junto con la declaracion de cualquier criteric 0 especificaciones a
cumplir deben ser completamente especificadas en un procedimiento de validacion
antes de su realizacion.”! En el proceso de asignar un valor determinado a un criterio
se requieren operaciones tales como: repetir las medicicnes de los parametros,
comparar unos resultados con otros, confirmar ¢ rechazar hipdtesis siendo la
Estadistica una herramienta fundamental para la extraccién de informacién quimica.!"”!
Los estudios colaborativos tienen como objetivo evaluar un método analitico
estableciendo cuales son sus principales cualidades o bien comparar métodos entre si.
Mediante ellos se puede saber si un método es técnicamente robusto, cual es su
alcance y limitaciones, cuales son sus parametros de desempeno o bien conocer si €l
procedimiento utilizado esta descrito con claridad suficiente !

Para tratar de evitar la confusién que surge de la terminologia usada por diversos
sectores involucrados se incluyen algunas de las definiciones encontradas en

bibliografia y algunos términos equivalentes {ver Glosario del anexo V).



3.1.1 CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO.

Para todos los metodos analiticos se recomienda la evaluacion de |la adecuabilidad del

sistema ya que permite verificar que el sistema de medicién funcione apropiadamente,
independientemente de las condiciones ambientales," esto implica hacer, la
confirmacion metrologica de los instrumentos, y la calificacion de equipo de
instrumentos analiticos.*! Los fabricantes de instrumentos o sistemas de medicion
generalmente suministran especificaciones y procedimientos escritos, ademas existen
normas y publicaciones para técnicas especificas de analisis ®'°"°"'® que guian al
analista a seleccionar las condiciones optimas de operacion para el mejor desempefio
del sistema de medicion, tales como resolucion, longitud de onda, velocidad de barrido,
columna de separacién, flujo, constantes de celda, gradientes de temperatura, entre
otros. Que podran establecerse o confirmarse realizando por ejemplo las pruebas de

selectividad, sensibilidad, robustez y recobro.

3.1.2. CONFIRMACION DE IDENTIDAD Y SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD.

3.1.2.1 ;QUE ES? En general los métodos analiticos consisten de una etapa de
medicion que puede, 0 no, ser precedida por una etapa de separacion. Es necesario
establecer que la sefal producida en la etapa de medicion, u otra propiedad medida
solo sea debida al analito y no a la presencia de algo quimica o fisicamente similar o,
gue se haya presentado como una coincidencia. Esta es la confirmacion de
identidad.

Si otros compuestos interfieren o no con la medicién del analito dependera de la
efectividad de la etapa de separacion y de la selectividad/especificidad de |a etapa de
medicion. La selectividad y la especificidad son medidas que evaltan la confianza de
las mediciones en presencia de interferencias. Generalmente se considera que la
especificidad es la selectividad al 100% pero este acuerdo no es universal !*!

3.1.2.2 ;. COMO SE DETERMINA Y CALCULA? La aplicabilidad del método debe ser
estudiada usando varias muestras; desde sustancias patron puras hasta mezclas con
matrices complejas. En cada caso la recuperacion del analito(s) de interes dehe ser
determinada y las influencias de las interferencias sospechosas debe declararse
debidamente "™ Es poco practico considerar o probar cada interferencia potencial; se
recomienda que se verifiguen sdlo los peores casos probables. De acuerdo a la

experiencia que se tenga en el analisis de la muestra, se deben establecer las

-6



sustancias potencialmente interferentes (estructura molecular similar a la del analito,

precursores, productos de degradacién), adicionar cantidades conocidas de estas,

solas 0 combinadas a la muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas

condiciones de analisis. Cuando no se disponga de las posibles impurezas

interferentes para agregarlas a las muestras, el analito debe someterse a condiciones

que generen su inestabilidad quimica (luz, calor humedad, hidrélisis acido-basica y

oxidacion).!"!

Confirmacion de la identidad y selectividad/especificidad.""*

veces
?

¢éQué hacer?

Calcular / determinar

Comentarios

Se analiza por dos métodos, el que se esta evaluando y otro método independiente, o, cuando aplique,
modificar el sistema de separacion del método en evaluacion. (Ej. cambid de la fase movil y/o fase
estacionaria en cromatografia); es muy baja la probabilidad de que la misma interferencia produzca en
ambos casos el mismo error en los resultados.

Analizar las muestras, y los
materiales de referencia por
el método en estudio y otros
métodos independientes.

Usar los resultados de las
tecnicas de confirmacion vy

evaluar la habilidad del
método para confirmar la
identidad del analito y su

habilidad de medir el analito
separado de otras
interferencias.

Il
Se agrega a la muestra del analito, en

muestras

conocidas del analito a niveles que incluyan el valor especificado o esp

Analizar que ‘
contengan varias
interferencias sospechosas 1
en presencia de los analitos

| deinterés. s

Decidir cuanta evidencia de
apoyo es razonablemente
requerida para dar la
suficiente confiabilidad.

cantidades sucesivas, el componente que interfiere y se evalua
su influencia o se prueba un material de referencia certificado de la matriz agregandole cantidades

Examinar si el efecto de las
interferencias refuerza o inhibe
la deteccion o cuantificacion
del mensurando.

erado en la muestra.

Si la deteccion o la
cuantificacion se inhibe por las
interferencias, se requerira el
desarrollo posterior de!

método.

Algunos protocolos de validacion confunden la confirmacion de identidad con la repetibilidad.
Considerando que la repetibilidad requiere realizar Ila medicion varias veces por una técnica, la
confirmacion (es decir la identificacion del analito) requiere realizar la medicién por mas de una técnica.
La confirmacién aumenta la confianza en la técnica bajo examen y es especialmente util cuando las
técnicas adicionales operan en principios significativamente diferentes.

3.1.2.3 ;CRITERIOS DE ACEPTACION? Las interferencias presentes que no puedan

separarse del analito de interés, o las interferencias desconocidas o inesperadas,

pueden hacer que los resultados analiticos sean demasiado altos 0 demasiado bajos.

Algunos métodos normalizados'®”! se acompanan de tablas que describen las posibles

interferencias y sus posibles causas, anulacién o compensacion de sus efectos en la

medicién. Las interferencias usualmente afectaran diferentemente la pendiente de la

curva de calibracion respecto al analito de interés, de modo que dicha pendiente en el

metodo de adiciones puede afectar la linealidad de la curva. Este efecto tiene el

potencial de indicar la posible presencia de interferencias ocultas, pero no ayuda si la

curva de recuperacion es inherentemente no lineal '®! La selectividad es esencialmente



una valoracion cualitativa, sin embargo hay medidas cuantitativas utiles una de ellas es
el indice de selectividad b,./bi,; donde b,, s 1a sensibilidad del método (la pendiente
de la funcion de calibracién) y by, la pendiente de la respuesta independientemente
producida por una interferencia potencial.!’!

Si distintos procedimientos dan lugar a resultados considerablemente diferentes es
probable que exista una interferencia. Como principio general, la selectividad debe ser
suficientemente buena para que cualquier interferencia sea ignorada. La respuesta del
metodo debe ser debida al analito, la comparacion de resultados obtenidos vy
esperados se hace mediante técnicas estadisticas.

3.1.2.4 ; DECISIONES A TOMAR? Cuando la deteccion o cuantificacion del analito sea
inhibida o incrementada considerablemente por las interferencias es conveniente
modificar el método o desarrollar uno nuevo. Cualquier restriccion en la aplicabilidad de

la técnica debe ser documentada en el método ['?!

3.1.3 INTERVALO DE TRABAJO, LINEALIDAD Y CALIBRACION.

3.1.3.1 ¢;QUE ES? El intervalo de trabajo de un método se establece examinando
muestras con diferentes concentraciones del analito y determinando el intervalo de
concentracion para el cual puede lograrse una incertidumbre aceptable. El intervalo de
trabajo se refiere al intervalo de valores de concentracion en las disoluciones que se
miden realmente y no a la concentraciéon en la muestra original. El intervalo de trabajo
es generalmente de mayor alcance que el intervalo lineal, el cual se establece
analizando un numero de muestras con varias concentraciones del analito y calculando
la regresion de los resultados, normalmente usando el método de minimos
cuadrados (ver anexo V). La relacion entre la respuesta del analito y la concentracion
no tiene que ser absolutamente lineal para que un método sea efectivo aunque si debe
demostrase que tiene repetibilidad dia a dia.>*®"9 Al establecer el intervalo de
trabajo de los métodos de medicion se debe tomar en cuenta: a) los limites maximos
permisibles o, b) las especificaciones de la norma o regulacion a cumplir o, c) las
especificaciones de procesos que se estén evaluando o, d) los requerimientos de los
clientes del laboratorio; los que idealmente deben estar en la seccion media del
intervalo de trabajo. Por ejemplo, si el limite maximo permisible de Pb en agua potable
es de 0,01 mg/L, el intervalo de trabajo ideal es de 0,002 a 0,05 mg/L 1!



La linealidad define la habilidad del método para asegurar que los resultados
obtenidos directamente 0 por medio de la transformacion matematica definida sean
resultados proporcionales a la concentracion del analito en la prueba. Se infiere que el
intervalo lineal es ef intervalo de concentraciones del analito sobre las cuales el método
proporciona resultados de pruebas proporcionales a la concentracion del
analito.**%"1% va desde la concentracion mas pequefa (LC) a la que se puede
trabajar en medidas cuantitativas hasta la concentracion a la que la curva de
calibracion se desvia de la linealidad limite (LL)."" Los calculos de regresién en si
mismos son insuficientes para demostrar la linealidad, conviene ademas hacer una
nspeccion visual de la grafica obtenida y de los residuales. a esa grafica se le llama
curva de calibracion.

La curva de calibracion'®* se realiza con un material de referencia o un reactivo de
alta pureza del analito que se desea cuantificar. Como ejemplo en cromatografia
consiste en obtener un factor de respuesta del detector en base a la relacién respuesta-
area del estandar a diferentes concentraciones. Se debe realizar una curva de
calibracion para cada analito con un material de referencia certificado o en su defecto
se adiciona el analito (sustancia quimica de alta pureza) a una matriz similar a la de la
muestra, y en el caso de muestras complejas se puede dividir una muestra en dos
submuestras, se utiliza una submuestra como blanco y a la otra se le adiciona el analito
en cantidad conocida (spike). La curva de calibracién es la herramienta de medicion
que proporciona resultados mas confiables en la técnica analitica de cromatografia de
liquidos pero si esta mal calculada generara resultados erréneos por 1o cual el control
de la calidad de la curva de calibracién es un punto critico en las Buenas Practicas de
Laboratorio.*

A veces los términos calibracion y estandarizacion se confunden y se usan
indistintamente, calibracion significa comprobar la respuesta de un instrumento con un
material de propiedades conocidas y quizas aplicar un factor de correccién para llegar a
la marca correspondiente. Por otro lado estandarizar significa caracterizar la respuesta
de un instrumento segun las propiedades conocidas del material. En quimica
instrumental los sistemas de medicion constan de diferentes partes que seria
complicado calibrar una a una, por lo que se recurre al calibrado global (estrictamente,
a la estandarizacion de la respuesta) mediante una serie de disoluciones de

concentraciones conocidas."¥ Casi todos los métodos instrumentales, requieren una



calibracion, proceso que relaciona la senal analitica medida con la concentracion del

analito. Los tres métodos mas frecuentes usados son la realizacion y el uso de una

curva de calibracion, el método de la adicion de estandar y el método del patron

interno 1"

3.1.3.2 ;COMO SE DETERMINA/CALCULA?

intervalo de trabajo y linealidad.”>"” o
Analizar Replicas | Qué calcular de los datos | Comentarios
1) Muestra ! Hacer arafica de la respuesta I Idealmente jas diferentes |
blanco mas los de medi%ic’m (el eje y) cofnra I3 concentraciones deben
materiales de concentracion deJI n);ensurando prepararse independientemente,
referencia o (el eje x) y no de alicuotas de la misma
muestras bianco 1€%). solucion patron.
fortificadas a . .
varias 1 -Visualmente examinar para
concentraciones identificar el intervalo lineal
Se necesitan por. aproximado y los limites | Esto dara la confirmacion visual
lo menos 6 superior e inferior del intervalo | de si o no el intervalo de trabajo
concentraciones de trabajo. es lineal.
mas la muestra .
blanco -Entonces ir a 2).
-Hacer grafica de la respuesta Esta elapa es necesaria para
gre . P probar un intervalo de trabajo que
| de medicion (el eje y) contra la se piensa que es lineal y donde
concentracion del mensurando P que . y
(el eje %) se usa la calibracion en un solo
1€ %). punto.
No se pueden quitar los
2) Materiales de -Visualmente  examinar  los | aberrantes sin comprobar
referencia o valores aberrantes que no | primero, usando determinaciones
muestras blanco deben reflejarse en la regresién. | adicionales a concentraciones
fortificadas por 1o cercanas.
menos 6 3 -Calcular el coeficiente de | . Al
. ue . Si la varianza de las réplicas es
diferentes regresion apropiado. Calcular y . >
: . proporcional a la concentracion
concentraciones hacer grafica de los valores .
d . . . entonces se usa un calculo de
entro del residuales (la diferencia entre

intervalo lineal.

IS

valor real de y el valor de y
predicho por la linea recta, para
cada valor de x). La distribucion
aleatoria sobre la linea recta
confirma la linealidad. Las
tendencias sistematicas indican
la no linealidad.

-Entonces ir a 3).

3) Determina
limite de
cuantificacion LC
como se explica
en 3.1.7.2 (b).

Para métodos que muestran buena linealidad es usualmente suficiente trazar una curva

Como se explica para LC en#

3.1.7.2 (b).

A partir de LC se forma el
extremo inferior del intervaio de |
trabajo.

regresion ponderado en lugar de
una regresion no-ponderada.

En ciertas circunstancias puede
ser mejor intentar ajustar una
curva no tlineal a los datos.
Generalmente no se aconsejan
funciones  superiores a las
cuadraticas.

Trabajar consecutivamente con
concentraciones mas bajas hasta
que la exactitud y la precision
sean inaceptables.

de calibracion usando patrones de medicién a cinco niveles diferentes de concentracion

(mas la muestra blanco), donde la linealidad sea pobre se requeriran mas patrones de

medicion."™ La curva de calibracion debe hacerse con:
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» Cinco 0 mas soluciones patron de calibracion;

» las soluciones patron de calibracion deben espaciarse uniformemente sobre el
intervalo de concentracion de interés;
o el intervalo debe abarcar 0-150% o 50-150% de la concentracion a ser
probablemente encontrada, dependiendo cual de éstos es el mas conveniente;
e las soluciones patron de calibracion deben leerse por lo menos por duplicado, y
preferentemente por triplicado o mas, en orden aleatorio.
3.1.3.3 ;CRITERIOS DE ACEPTACION? La calibracion funciona verosimiimente si (a)
es lineal, (b) pasa a través del origen, y (c) no es afectada por la matriz del material de
prueba de acuerdo a calculos, pruebas de hipoétesis y conclusiones realizados
(indicados el anexo V)
3.1.3.4 ; DECISIONES A TOMAR? Una vez que se establece en la validacién que una
funcion de calibracion es lineal y pasa a través del origen, puede usarse como rutina,
una estrategia de calibracion mucho mas sencilla (por ejemplo, un disefo de réplicas a
dos-puntos)."l La evaluacién del intervalo de trabajo y del intervalo lineal es util para
planear el grado de calibracion que requiere usar el método rutinariamente. Es
aconsejable investigar la variacion a lo largo del intervalo de trabajo. Dentro del
intervalo lineal, un punto de la calibracién con el origen puede ser suficiente, para
establecer la pendiente de la linea de la calibracion, siempre y cuando caiga dentro del
intervalo de confianza determinado en una curva de calibracion previa. En otra parte
del intervalo de trabajo, la calibracion multi-punto (preferentemente 6 puntos mas el
blanco) sera necesaria. La relacion de respuesta del instrumento a la concentracion no
tiene que ser absolutamente lineal para que un método sea eficaz pero la curva debe
ser repetible dia a dia. Hay que notar que el intervalo de trabajo y el intervalo lineal
pueden ser diferentes para matrices diferentes segun el efecto de interferencias que
surjan de la matriz.["
Si la relacion entre sefnal y concentracion no es lineal puede ser extremadamente
complejo encontrar la funcion de calibracion correspondiente. Es mas practico reducir
el intervalo de trabajo del procedimiento al intervalo de linealidad que exista, otra
opcion es demostrar que la curva de calibracion repetible dia con dia.l™!
A la pendiente de la recta se le llama de muchas maneras: factor de respuesta,

coeficiente de extincion, es un indice de la sensibilidad del procedimiento analitico, con



la precision de la pendiente y de la ordenada en el origen se pueden calcular el limite
de deteccion y el de cuantificacion 3!

3.1.4 PRECISION (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD).

3.1.4.1 ;QUE ES? Precision es la proximidad de la concordancia entre resultados de

ensayos mutuamente independientes cuyos valores de magnitud son obtenidos por
mediciones repetidas de una magnitud bajo condiciones especificas. La precision es el
componente aleatorio de la incertidumbre. La repetibilidad y la reproducibilidad son
mediciones de precision realizadas a condiciones extremas prescritas, la primera
describe la minima variabilidad; lo que se conoce como precision intermedia es la
reproducibilidad de un laboratorio en particular.

Tanto la precision de medicién, como la repetibilidad, la reproducibilidad y la precision
intermedia se expresan numéricamente por medidas de imprecision tales como la
desviacion estandar, la varianza, o la desviacion estandar relativa (coeficiente de
variacion), bajo condiciones especificas de medicion. A mayor desviacion estandar
menor precision. La precisidon depende Unicamente de la distribucion de los errores
aleatorios, no tiene relacion con el valor verdadero. Generalmente depende de la
concentracion del analito, lo cual debe determinarse y documentarse 679114

Las dos medidas de precision mas comunes son la repetibilidad y la reproducibilidad,
representan las dos medidas extremas de la precision que pueden obtenerse. La
repetibilidad (la precision maxima esperada) da una idea de la clase de variabilidad
interna que se espera para un laboratorio cuando un método ha sido realizado por un
solo analista en un solo equipo, en periodos de tiempo corto, es decir la clase de
variabilidad que se espera entre los resultados cuando una muestra se analiza por
duplicado.

3142 ;COMO SE DETERMINA/CALCULA?®Y La precision y por tanto la
repetibilidad y la reproducibilidad son generalmente dependientes de la concentracion
del analito, y debieran determinarse a varias concentraciones, esta suposicion necesita
ser verificada. Si se espera que el nivel del analito varie substancialmente (es decir, por
mas de aproximadamente 30% de su valor central), la relacion entre la precision y la
concentracion del analito (desviacion estandar proporcional o linealmente dependiente
al nivel del analito), debe establecerse. La desviacion estandar relativa (coeficiente de

variacion) es muy Util en este caso porque permanece constante en el intervalo de



interés proporcionado.®® Al hacer la validacion las condiciones que se proponen
cambiar entre corridas de mediciones deben representar io que normalmente sucederia
en el laboratorio bajo el uso rutinario del método, por ejemplo, variaciones en los lotes
de reactivos, analistas, e instrumentos.

El material de prueba usado debe ser tipico, por lo que se refiere a la matriz, de los
materiales probablemente encontrados en la aplicacion rutinaria. Asi los materiales de
prueba reales o, en un grado menor, los materiales de referencia de matriz semejante,
serian las soluciones convenientes, en vez de las soluciones patron del analito.

En el vocabulario internacional de metrologia se exponen hasta 6 tipos distintos de
factores que pueden cambiarse acompanados de las especificaciones que se deben de
cumplir para que la dispersion de los datos obtenidos sea una medida cuantitativa de
reproducibilidad. Entre estas condiciones se especifican por ejemplo, la reproducibilidad
entre dias, entre laboratorios o entre analistas.

Repetibilidad y reproducibilidad de la precision.®"?

Repeticiones | Qué calcular |
(independientes) | de los datos | ) |
Sustancias patron, materiales de referencia o muestras blanco fortificadas a varios concentraciones a
lo largo del intervalo de trabajo

Analisis Comentarios

Determina la N
a) Mismo analista, mismo desviacion Determina la desviacion
equipo, mismo laboratorio, 10 estandar (s)a | estandar de la repetibilidad a
breve lapso de tiempo. cada cada concentracion.

concentracién. _
b) Diferentes analistas, Determu_qa la Detgrmma la desvna_c!gn
diferentes equipos, mismo desviacion estdndar de la precision
laboratorio. amplio 'Ia so de 10 estandar (s)a | intermedia  (Reproducibilidad
) ' P P cada intralaboratorio) a cada
tiempo. . -

concentracion. | concentracion.

! . . 1 Determinala | Determina la  desviacion
C? leerentgs a’nahstas, desviacion estandar de la reproducibilidad
diferentes equipos, diferentes . . lab ) d
laboratorios, amplio lapso de 10 estandar (s)a | interla orat_grlo a cada

’ cada concentracion. Requiere

tiempo. . . ..
‘ emp concentracion. | estudio de colaboracion.

Deben determinarse suficientes resultados (se recomienda nz10).

La determinacion de reproducibilidad tiene sentido y es posible solamente cuando otros laboratorios

cercanos utilizan el metodo de ensayo y es posible una intercomparacion interlaboratorios o cuando se

realiza un ensayo de intercomparacic')n."zl

- ]
Probablemente lo mas economico seria hacer la valoracién simple de la precision en

las cercanias de los extremos del intervalo de trabajo, con una prueba estadistica F
para la diferencia en la varianza para errores con distribucion normal.l”)
Para evaluar la Precision pueden compararse las varianzas de las muestras

correspondientes a los niveles de concentracion mas altos y mas bajos mediante la



Prueba F (anexo Ill) para saber si hay una diferencia significativa. Si esta prueba indica
que hay diferencias, se construye un grafico de la desviacién estandar respecto a la
concentracion para ver si eésta es constante o proporcional a la concentracion. En este
ultimo caso, si la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) es constante,
su valor medio de todas las muestras proporcionara una estimacion de la precision del
método.I™!

Si la prueba F no muestra diferencias significativas entre las desviaciones estandar de
las concentraciones mas altas y mas bajas, se puede concluir que la desviacion
estandar es constante, en este caso puede obtenerse una desviacion estandar global

calculada a partir de la siguiente expresion:!"”!

EEpY/ N
>n K

Donde s es la desviacion estandar, n es el nimero de réplicas de la muestra i, g su

varianza y k el numero de muestras analizadas (numero de concentraciones diferentes
usadas).

3.1.4.3 ;CRITERIOS DE ACEPTACION? Las desviaciones estandar o coeficientes de
variacion calculadas para cada caso se comparan contra los valores especificados
(ejemplo, 2% para el CV para métodos cromatograficos en validaciones farmacéuticas),
0 se comparan entre si para determinar si son diferentes, menores o iguales de
acuerdo a la hipotesis alterna elegida en la prueba de hipotesis usando un estadigrafo
de contraste como se indica en el anexo IlI).

3.1.4.4 ;DECISIONES A TOMAR? Documentar en el informe de validacion si existe o
no proporcionalidad de la desviacién estandar encontrada y la concentracion del analito
asi como el método empleado para calcular la precisiéon. Si los resultados no fueran
aprobatorios, cambiar el método de acuerdo a los resultados obtenidos o si fuera el

caso justificar que se continué en uso con el apoyo técnico disponible.

3.1.5 SENSIBILIDAD.

3.1.5.1.- ;QUE ES? La Sensibilidad de un instrumento o de un método depende del

mensurando, es una medida de la capacidad del método de diferenciar pequenas

variaciones en la concentracion del analito. Dos factores la limitan: la pendiente de la
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curva de calibracion y la precision (repetibilidad y reproducibilidad) del sistema de
medicion.

3.1.5.2 ;COMO SE DETERMINA/CALCULA? La sensibilidad de calibracion se define
por |a pendiente de la curva de calibracién a la concentracion objeto de estudio y puede
ser determinado por un procedimiento de minimos cuadrados, experimentalmente,
usando muestras de diferentes concentraciones de analito. La sensibilidad de
calibracién es independiente a la concentracion del analito y es igual a la pendiente *m”
obtenida preferentemente de la funcién de calibracidén para el método analitico
completo. Como parametro de calidad tiene el inconveniente de no tomar en cuenta las
medidas individuales.Dividiendo la pendiente de la recta entre la desviacion estandar
de las mediciones (“s”) se obtiene la sensibilidad analitica que tiene Ia ventaja de ser
insensible a los factores de amplificacion ademas de que es independiente de las
unidades de medida de la sefal pero tiene la desventaja de que depende de la
concentracion ya que puede variar con ella "

3.1.5.3 (CRITERIOS DE ACEPTACION? Entre dos métodos que tengan igual
precision sera mas sensible aquel cuya curva de calibracion tenga mayor pendiente; si
dos métodos tienen curva de calibracion con igual pendiente, sera mas sensible aquel
que presente la mayor precisidon. La sensibilidad de un método es la pendiente de la
funcion de la calibracion. Como esto normalmente es arbitrario, dependiendo de los
montajes instrumentales, no es util en la validacion. Sin embargo puede utilizarse en
los procedimientos de aseguramiento de calidad, para probar si un instrumento esta
funcionando a un nivel consistente y satisfactorio. La sensibilidad a veces se usa para
referirse a un limite de deteccion pero este uso generalmente no es aprobado.!”

3.1.5.4 ;DECISIONES A TOMAR? Usualmente es deseable maximizar el valor de la
sensibilidad, a menos que se quiera extender el intervalo de respuesta del instrumento
sin diluir la muestra. Cuando se comparan diferentes técnicas o instrumentos se debe
estar consciente de los procedimientos usados en la practica para llegar a los valores
de sensibilidad. Cambios en la sensibilidad (pendiente de la recta) indican la presencia
de interferencias A medida que la concentracion de la especie analizada tiende a cero
la sefal desaparece confundiéndose con el ruido rebasando los limites de
cuantificacién y de deteccién. La inestabilidad se calcula haciendo la regresion lineal de

la senal medida contra el tiempo: la pendiente de la recta indicara la deriva (parte



sistematica) y la desviacion estandar de los residuales sera la dispersion (parte
aleatoria).

3.1.6 LIMITE DE DETECCION (LD / LoD).

3.1.6.1 ;QUE ES? En los resultados analiticos que estan muy cercanos al valor de una

muestra blanco, se plantea la duda de si el valor obtenido corresponde a valores
aleatorios del blanco o a la presencia real del analito, pues lo que se conoce como la
senal de fondo exhibe ruido y es producida por el blanco. El limite de deteccion es la
menor concentracion del analito en una muestra que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la prueba.?%'
3.1.6.2 ;COMO SE DETERMINA/CALCULA? El limite de deteccion (LD) corresponde
a una senal k veces la desviacion estandar del ruido del fondo: tipicamente el valor de k
es igual a 3. Para determinarla experimentalmente existen varios opciones se
enumeran algunas de ellas.®

Limite de deteccion (LD). Referencia rapida.l"”

B Qué analizar Qué calcular de los datos Comentarios
La media y la desviacion Dénde:
a) Medir una vez cada una de10 estandar de la serie de Xy €s la media de las medidas
muestras blanco independientes muestras. del blanco,_ . .
sy la desviacion estandar de las
6 Expresar el limite de deteccién | medidas del blanco,
LD, como la concentracion o k es un factor numérico escogido
b) Medir una vez cada una de 10 cantidad del analito segun el nivel de confianza
muestras blanco independientes correspondiente, c_glcylada con desead_o (t Qe student a un
fortificadas a la concentracion la ec_uaC|on. determinado nlvgl de confianza a
mas baja aceptable. a) LD = xu tksy n-1 grados Fi(_e libertad donde n
debe ser minimo de 7 lecturas,
b) LD = 0 +ksy aunque 10 es lo aconsejable).
¢) Medir una vez cada una de 10 | La propuesta a) solo es util
muestras blanco independientes LD = xp +4.65sy donde la muestra blanco da una
fortificadas la concentracion mas (segun pruebas de hipdtesis). | desviacion estandar diferente de
i baja aceptable. | cero.

La concentracion aceptable mas baja se considera como la concentracién mas baja para la que puede “
lograrse un grado aceptable de incertidumbre (entre 2.5 y 5 veces el limite de deteccion instrumental
reportado por el fabricante del instrumento o la especificacion de la prueba de impurezas limite).

d) Para métodos que utilizan para medir, una respuesta analitica y que presentan una sefial de ruido
basal se determina la respuesta de muestras blanco y la respuesta de muestras analiticas en un
intervalo de concentraciones del analito que incluya la especificacion de la prueba de impurezas limite.
Determinar aquella cantidad del analito que genera una respuesta con respecto a la muestra blanco en
una proporcion de 3 a 1 que corresponde a la concentracidén asociada al limite de deteccion. 14) Esta
propuesta asume que una sefal sobre la muestra blanco mayor a 3s sélo podria venir de la muestra
blanco mucho menos de 1% de las veces, y por lo tanto probablemente haya surgido de algo mas, tal
como el mensurando.

Obtener una muestra blanco verdadera puede ser dificil. Tanto el promedio como la desviacion estandar
de la muestra blanco son dependientes de la matriz que contenga. Si las mediciones se hacen bajo
_condiciones del repetibilidad, esto también da una medida de la precision de la repetibilidad.
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3.1.6.3 ¢ CRITERIOS DE ACEPTACION? Para propésitos de validacién en general, es
suficiente con indicar a que nivel de concentracion la deteccion se hace critica o
problematica para asegurar que cuando se trabaja a concentraciones mayores los
valores por encima de LD pueden ser atribuidos a la presencia del analito y los valores
por debajo del LD son indicativos de la ausencia de analito en cantidades detectables.
Cuando se trabaja con analitos en cantidades minusculas o trazas, el analista se
enfrenta a dos problemas: sefialar que un analito se encuentra presente, cuando en
realidad esta ausente, y expresar que un analito esta ausente cuando no lo esta, es
requisito en esos casos determinar el limite de identificacion. Para el caso de
determinaciones de impurezas limite el LD debe ser menor a la especificacion. El
analisis y la comparacion entre resultados obtenidos y las especificaciones o resultados
esperados se hace mediante técnicas estadisticas.

3.1.6.4 ; DECISIONES A TOMAR? En algunos laboratorios, es practica comun evaluar
separadamente la muestra y el blanco para después corregir restando la concentracion
del analito correspondiente a la sefial del blanco de la concentracion correspondiente a
la senal de la muestra, hacerlo o no debe estar documentado en el método. Cuando las
regulaciones son estrictas o se trabaja a nivel de impurezas se usan curvas patron y
analisis de regresion a bajas concentraciones para determinar los limites de deteccion.

Se debe especificar en el informe de validacion, el método aplicado para su calculo.!™!

3.1.7 LIMITE DE CUANTIFICACION LC/LoQ.

3.1.7.1 ;QUE ES? También conocido como limite de determinacién, se requiere
conocerlo cuando se realizan mediciones de analitos a nivel de trazas, el limite de
cuantificacion es la menor cantidad que puede ser determinada cuantitativamente con
una incertidumbre asociada para un nivel de confianza dado. Para el analisis
cuantitativo debe quedar absolutamente claro que sélo se emplean valores atribuibles
al analito. El limite de cuantificacién esta entre 3 y 10 veces el LD segun cada
caso.!'"™

3.1.7.2 @COMO SE DETERMINA/CALCULA? EI limite de cuantificaciéon (LC)
corresponde a una senal k veces la desviacion estandar del ruido del fondo,
tipicamente el valor de k es igual a 10. Para determinarla experimentaimente existen

varias opciones."""* Se enumeran a continuacion algunas de ellas:
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Limite de Cuantificacion (LC). Referencia répida.[s'”’

Qué analizar Qué calcular de los datos Comentarios
Donde xbl es la media de las
Calcular la desviacion estandar | medidas del blanco, sbl la

de los valores de la muestra desviacion estandar de las
blanco. medidas del bianco, y k es un
. factor numérico escogido segun
a) Medir una vez cada una, de El limite de cuantificacion, el nivel de confianza (5, 6 6 10).

10 muestras blanco
independientes.

expresado como concentracion, | Obtener el valor verdadero del
o como cantidad, LC para un blanco es tarea dificil. Tanto el
procedimiento analitico dado se | promedio como la desviacién
calcula por la ecuacion: estandar de la muestra blanco
LC =xbl + ksbl son dependientes de la matriz

que contenga.

. . Calcular la desviacion estandar |
b) Fortificar alicuotas de una s ?jelaanZISEtcl)acara cada '
muestra blanco a varias concentrgcién Expresar LC como la minima
concentraciones cercanas al LD. ’ P - X
concentracion de analito que
- Hac afi da determinarse a un nivel
Medir una vez cada una de las concgrrltl:ggigr:ag?i izrsucnocglir pgg ir?certidumbre ace tr;tr:le
10 replicas independientes para aLC porins e;:cic')r?de 3 arafica P '
cada nivel de concentracion. P P ) 9
| obtenida.

c) Para metodos que utilizan para medir una respuesta analitica y que presentan una sefial de ruido
basal el analista debe determinar la sefial de respuesta de muestras blanco y de muestras analiticas en
un intervalo de concentraciones conocidas del analito que incluya la especificacion de la prueba de
impurezas limite. Determinar aquella cantidad del analito cuya sefial sea similar a la de la muestra
blanco en una proporcion de 10 a 1 que corresponde a la concentracion asocnada al limite de
cuantificacion. Verificar el valor estimado evaluando la exactitud y la repet|b|I|dad .
|_Normalmente LC forma parte del estudio para determinar el intervalo de traba'o No debera
determinarse por extrapolacion abajo de la concentracidon mas baja del blanco fortificado. Si las
mediciones se hacen bajo condiciones de repetibilidad se obtiene también una medida de la
repetibitidad de la precision, a esta concentracion. J

3.1.7.3 ;CRITERIOS DE ACEPTACION? Para propositos de validacion el limite de

cuantificacién es un parametro Util para declarar el valor de la concentracion debajo de

la cual el método analitico no puede operar con precisién aceptable.

Cuando se mida a nivel de trazas, es requisito determinario por curva de calibracion a
niveles cercanos al limite de deteccion. Para el caso de pruebas de impurezas el LC
debe ser menor a la especificaciéon del contenido / valoracién.

3.1.7.4 ; DECISIONES A TOMAR? Ni el LD ni el LC representan niveles a los que sea
imposible la cuantificaciéon sino que el valor de incertidumbre en esa zona se acerca al
valor del resultado obtenido.

Cuando las regulaciones son estrictas se usan curvas patron y analisis de regresion a
bajas concentraciones para determinar los limites de cuantificacion con valores de

pendiente intercepcion de la recta y desviacién estandar de los residuales."
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3.1.8 RECUPERACION (RECOBROQ).

3.1.8.1 ;QUE ES? Es el cociente entre la cantidad de analito medido y el contenido

real de analito en la muestra, expresado en porcentaje. En el caso ideal, se obtiene un
100%. En mediciones experimentales puede perderse analito especialmente en el caso
de tratamientos complejos de muestras con analito en cantidades traza, dando lugar a
porcentajes de recuperacién menores (importante especialmente en el caso de
procedimientos cromatograficos).

Los métodos analiticos no siempre miden todo el analito de interés presente en la
muestra. Ademas los analitos pueden estar presentes en una variedad de formas en
las muestras, no todas de interés para el analista. El método puede disenarse asi
deliberadamente para determinar sélo una forma particular del analito. Sin embargo si
no se determina todo el analito presente puede ser debido un problema inherente al
método. De cualquier modo, es necesario evaluar el rendimiento del meétodo
detectando todo el analito presente.®

Debido a que normalmente no se conoce cuanto de un analito particular esta presente
en una porcion de prueba es dificil estar seguro de cuan exitcso fue el metodo en
extraerio de la matriz. Una manera de determinar el rendimiento de la extraccion es
adicionar porciones de prueba (spike) con el analito a varias concentraciones, extraer
entonces la porcion de prueba fortificada y medir la concentracion del analito. El
problema inherente con esto es que el analito es introducido en forma tal que
probablemente no se retendran tan fuertemente como los que se encuentran
naturalmente presentes en la matriz de la porcion de prueba y asi la técnica dara una
impresion alta de recuperacion en la extraccion poco realista. Es sin embargo la
manera mas comun de determinar la eficacia de la recuperacion, y se reconoce como
una manera aceptable de hacerlo. Atn asi el inconveniente de la técnica debe tenerse
presente. Alternativamente puede ser posible realizar estudios de recuperacion en
materiales de referencia, si estan disponibles los materiales convenientes. Siempre que
éstos se hayan producido por la caracterizacidn de materiales naturales en vez de
caracterizacion de materiales sintéticos en los que el analito se haya adicionado

(spike), entonces el estudio de recuperacion debe representar seguramente la
extraccion de porciones de prueba reales.'®



3.1.8.2 ;COMO SE DETERMINA/CALCULA?

Recuperaciones (recobros). Referencia répida.le]
Analizar Repeticiones | ;Qué calcular de los datos? Comentarios
Las muestras fortificadas
deben compararse con la
misma muestra no
fortificada para evaluar la

Determinar la recuperacion del
analito a varias
concentraciones:

Matriz blanco o

muestras no Recuperacion (%) = recgpera_c;ién neta de la
fortificadas y (C1-C2)/C3 x 100 fortificacion. _

fortificadas con el 6 Las recuperaciones

analito de interés en donde desde muestras

un intervalo de C1= concentracién determinada fortificadas o matrices

concentraciones. en muestra ’fortiﬁcada_. blar_1co usualmente son

C2= concentracion determinada mejores que en muestras

en muestra no-fortificada. reales en las que el

C3= concentracion de analito esta mas

fortificacion.

estrechamente unido.
Depende de como fue

\ Materiales de Determinar la recuperacion del | producido y caracterizado
referencia analito con respecto al valor | el MRC, puede ser
Certificados (MRC). certificado posible obtener >100%

L | de recuperacion.

Para calcular la recuperacion se determina la funcién de recuperacion. Para lo cual se

agregan a la muestra antes del tratamiento cantidades sucesivas del analito y se
determinan contra una calibracién base. Las cantidades encontradas se representan
graficamente contra las cantidades reales agregadas para cada concentracion y se
caracteriza la recta obtenida segun se indica en el anexo V-5.

3.1.8.3 ¢(CRITERIOS DE ACEPTACION? En el caso ideal los valores caen en la
bisectriz (m=1, b=0) de la incertidumbre de los resultados. En este caso la recuperacion
es del 100% y es suficiente una calibracion base, del analito en un disolvente.

3.1.8.4 ;DECISIONES A TOMAR? Si los valores se salen de este marco, debe
hacerse una calibracion a partir de la matriz y del analito en un disolvente para eliminar
el efecto de la matriz. Variando el tiempo de adicion del analito (por ejemplo, antes y
después de un paso de concentracién) puede determinarse la recuperacion para
etapas aisladas de un procedimiento.

En caso de que la matriz introduzca muchas variaciones debe utilizarse en lugar de una
calibracion con la matriz de la muestra el método del agregado patrén (o de las
adiciones estandar), el cual consiste en agregar concentraciones sucesivas de analito a
la muestra. Al graficar el aumento de la sefal contra la cantidad adicionada se obtiene
una funcion de calibracion, a partir de la cual puede obtenerse la cantidad de analito

presente en la muestra original. Este método conduce a un aumento claro en la
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concentracion del analito. Para mantener el error 1o mas pequefio posible, las

cantidades afadidas deben ser tales que no sobrepasen el intervalo de trabajo !l

3.1.9 ROBUSTEZ.
3.1.9.1 ;QUE ES? El objetivo de la prueba de robustez también llamada prueba de

desigualdad es optimizar el método analitico y describir que bajo las condiciones
establecidas (incluidas sus tolerancias) se pueden obtener resultados suficientemente
exactos con una alta seguridad, de manera que el procedimiento funcione
confiablemente si se utiliza en otros laboratorics ¢ después de intervalos largos de
tiempo. Un método es mas robusto entre mencs dependan los resultados del ensayo
de una modificacion en las condiciones de éste. Al desarrollar un nuevo metodo
analitico debe determinarse la modificacién de los resultades por el cambio en las
condiciones del ensayo. Las condiciones que afectan el método de medicion son por
ejemplo, para el caso de cromatografia:'? el laboratorio (lugar de la medicion), el
personal, los reactivos (disolventes, estandares, etc.), los aparatos, el pH de la fase
movil (ej. en HPLC), el flujo de las fase movil, el gradiente de temperatura {ej. en GC).
3.1.9.2 ; COMO SE DETERMINA/CALCULA?

Prueba de Robustez. Referencia répida.m]

Analizar No de veces Calcular Comentarios }
Identificar las variables que podrian Determinar el |
tener un efecto significativo en el efecto de «cada N
- A . Disenar el Control
desemperfio del método. Preparar cambio de .
. . "y de Calidad para
experimentos (analizando . condicibn  en la
: . Analizar una . controlar las
materiales de referencia, muestras vez cada serie media. variables criticas
de composicion  conocida © - Ordenar de mayor
. ._ | de condicicnes Concentrarse en
materiales de referencia ; a menor las :
. experimentales. . estas variables para
cerlificados) para controlar el efecto, variables de :
: L ia mejora del
en la exactitud y precision, de acuerdo a su efecto .
. X g _ método.
cambiar sistematicamente las en el desempeno
variables. del método.

Para determinar la robustez de un procedimiento analitico pueden modificarse algunas
condiciones del analisis y sequir las afectaciones a los resultados o a los parametros
estadisticos. A menudo se utiliza tarnbién la evaluacién de espectros o cromatogramas.
En cualquier metodo habra ciertas etapas que, si no se realizan con suficiente cuidado,
afectaran en forma severa el desempefio del método e incluso pueden hacer que no
trabaje. Estas etapas deben ser identificadas, usualmente como parte del desarrollo del
metodo, y si fuera posible, debe evaluarse su influencia en el desemperic del método
usando la prueba de robustez. Esto involucra hacer variaciones deliberadas al método,

e investigar el efecto subsiguiente en el desempeno. Entonces es posible identificar las
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variables que tiene el efecto mas significativo en el método y asegurar que se controlen
estrechamente, al usar el método.

3.1.9.3 ;CRITERIOS DE ACEPTACION? Modificaciones pequefias a las variables
criticas deben afectar muy poco o nada al resultado del analisis Una medida de un
método analitico efeclivo es que tan bien permanece o baja la validez de su
desempenio al ponerlo en practica.

3.1.9.4 ;DECISIONES A TOMAR? Un aspecto importante de la robustez es la
estabilidad de todas las muestras, estandares y reactivos, tanto en el almacenamiento
como durante las condiciones de ensayo. En este caso pueden ser parametros a
probar:!'? sensibilidad a la temperatura, sensibilidad a la luz, descomposicién quimica,
hidrolisis. Ej. por la humedad del aire, facilidad de oxidacion, efectos cataliticos, ej. por
las paredes del contenedor, adsorcién, ej. durante la filtracion de disoluciones con
trazas, precipitacion, ej. al dejar mucho tiempo una disolucion.

Donde haya necesidad de mejorar el método mas alla, probablemente, mejoras
adicionales pueden ser hechas concentrandose en esas partes del método conocidas
como criticas. Usualmente se evalia la robustez durante el desarrollo del método,
tipicamente por el laboratorio originador, antes de colaborar con otros laboratorios. Una
técnica establecida para la prueba de robustez se describe en AOACH. Normalmente

se aplican las pruebas de robustez para investigar el efecto en, ya sea, la precision o la
exactitud.®

3.1.10 EXACTITUD, VERACIDAD, SESGO.

3.1.10.1 ;QUE ES? La exactitud normalmente se estudia como dos componentes:
veracidad y precisidén. La veracidad (de un método) es una expresion de que tan
cerca estd la media de una serie de resultados (producida por el método) del valor
verdadero. La veracidad normalmente se expresa en terminos de sesgo (a menor
sesgo mayor veracidad). La precision es una medida de cuan cerca estan |os
resultados entre si uno del otro y normalmente se expresa por medidas tales como
desviacion estandar la cual describe la dispersion de los resultados. Ademas, una
expresion de exactitud cuyo uso comun va en aumento es la medicion de

incertidumbre que proporciona una sola expresion de cifras de exactitud."™!

0
[0}
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La exactitud se verifica mediante el uso: de materiales de referencia apropiados?®, de
meétodos de referencia y mediante la participacién en programas de colaboracién entre

laboratorios ¥

La valoracion practica de la veracidad depende de la comparacion de resultados
promedio de un meétodo con valores conocidos, o sea, la veracidad se evalua contra un
valor de referencia (es decir el valor verdadero o el valor convencionalmente
verdadero). Se dispone de dos técnicas basicas: verificar contra valores de referencia
de un material caracterizado o con valores de otro método caracterizado. Los valores
de referencia son idealmente trazables a patrones internacionales. Generalmente se
acepta gue los Materiales de Referencia Certificados (MRC) proporcionan valores
trazables; el valor de referencia es entonces el valor certificado de dicho material. Notar
que los valores de referencia, certificados o no, pueden ser absolutos (trazable al
Sistema Internacional de Unidades) o convencionales, es decir, generalmente
acordados para un proposito particular ©

3.1.10.2 ; COMO SE DETERMINA/CALCULA? 4

Exactitud y veracidad. Referencia r_épida.m
No de

veces 3
El valor promedio del blanco
sustraido del valor promedio

Analizar Calcular Comentarios

del analito del material de .
refer(aenciat Sujeto @ la
a) Un reactivo blanco Com arar. con el valor incertidumbre de que
y un material de P el blanco sea un
10 verdadero o}

referencia usando el
método candidato.

I convencionalmente

verdadero para el material de
referencia.

Da una medida del sesgo del
método.

blanco verdadero, y a
la caracterizacion del
material de referencia.

b) Un reactivo blanco

y un material de
referencia/prueba
usando el método

candidato y un método
independiente
(preferentemente
primario).

10

El valor promedio del blanco
sustraido del valor promedio
del analito para el material de
referencia/ensayo.

Comparar con mediciones
similares hechas usando un
método  independiente  /
primario.

Da una medida del sesgo del
método en relacion al meétodo

| independiente/primario.

El método
independiente puede
tener sesgos por si
mismo por lo que no

da una medida
absoluta de exactitud.
El método primario

idealmente no tiene
sesgo asi que es la
mejor medida  de
exactitud. |

Para verificar la veracidad usando un material de referencia, se debe determinar la
media, la desviacion estandar de una serie de réplicas de pruebas, y se debe comparar
con el valor caracterizado de un material de referencia. El material de referencia ideal

es un material de referencia certificado de matriz, natural, muy similar a las muestras
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de interés. Esta claro que la disponibilidad de tales materiales es limitada. Los

materiales de referencia para la validacién pueden por consiguiente ser:

e materiales tipicos preparados adicionados (spiking en ingles) con materiales de
referencia certificados puros u otros materiales de pureza y estabilidad conveniente;

» materiales tipicos bien-caracterizados, verificados internamente para estabilidad y
retenidos para control de calidad interno.!®

El sesgo de un método analitico, generalmente se determina’®! comparando la media

experimental del analisis x con el valor de referencia u; mediante una grafica para
juzgar si esta diferencia es consecuencia de un error aleatorio en el analisis del
material de referencia o de un sesgo en el método usado como se indica en el anexo V.
3.1.10.3 ;CRITERIOS DE ACEPTACION? Teoricamente si no hay errores
sistematicos la grafica de los valores medios experimentales frente a las
concentraciones conocidas de las muestras la pendiente de la recta obtenida debiera
ser 1 y la ordenada al origen 0. En la realidad la linea obtenida experimentalmente
debe estar dentro de intervalos de confianza calculados para m y b, ver anexo V. Si la
linea obtenida experimentalmente esta dentro de los margenes correspondientes a la

pendiente y a la ordenada en el origen el método se puede considerar validado. Si la

diferencia experimental x —u es mayor que la diferencia calculada con la ecuacion

- 1s , : : :

x—p=1t 7, es posible que exista un sesgo, si es menor o igual no queda demostrada la
24

presencia del sesgo. En ausencia de sesgo la media de un conjunto de datos se

aproxima al valor verdadero.
3.1.10.4 ;DECISIONES A TOMAR? Los errores sistematicos causantes del sesgo son

de tres tipos: errores instrumentales (se detectan y corrigen mediante calibracion con

patrones adecuados porque la respuesta de la mayoria de los instrumentos cambia con
el tiempo como consecuencia del uso, corrosion o trato inadecuado, por eiemplo deriva

o fugas), errores personales (pueden minimizarse poniendo cuidado y con

autodisciplina, por ejemplo comprobando por duplicado las lecturas del instrumento) y

errores del metodo (son mas dificiles de detectar y de corregir que los otros errores, se

deben por ejemplo a reacciones incompletas, pérdidas por volatilidad, adsorcion del
analito sobre solidos, inestabilidad de los reactivos, se detectan haciendo la validacion

del método con materiales de referencia que se parezcan a las muestras a analizar,
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tanto en su estado fisico como en su composicién quimica. Este requisito de
semejanza de matriz es facil de cumplir para metales o minerales, pero es mucho mas
complicado en el caso de muestras ambientales (contaminacién), alimentos, ©
biolégicas. En estos ultimos casos es frecuente recurrir a la liofilizacion vy trituracién de

material, o cual acarrea algunas pérdidas de las caracteristicas originales de la matriz.

3.2 EVALUACION Y COMPARACIONES DE RESULTADOS.

El método sometido a validacion escrito explicitamente y examinado para evitar
cualquier ambigUedad en el texto; llevado a cabo por un analista experimentado que
efectia 4 6 5 réplicas de cada muestra, repetidas en dias diferentes siguiendo al pie de
la letra el método escrito o haciendo las réplicas aqui descritas para cada parametro en
la seccion correspondiente. El analista evaluara los errores y posibles desviaciones del
método. Después llevara a cabo los calculos y las comparaciones estadisticas de los
resultados que permitan adoptar una decision final.

Para este estudio estadistico, una vez que se dispone de una serie de datos generados
por el método en cuestion, se calcula primero la media y la varianza para cada muestra
a partir de las réplicas indicadas anteriormente. E! nimero de digitos mantenidos al
determinar los valores deberia ser el maximo permitido por la calculadora o la
computadora, y no deberia realizarse el redondeo hasta que se halla completado todo
el calculo.

Posteriormente se hacen las comparaciones pertinentes entre los resultados y los
valores de referencia. La comparacion de dos medias de muestra supone que dos
muestras al azar provienen de poblaciones normales y pueden calcularse los limites de
confianza de la verdadera diferencia, entre las medias de las dos poblaciones. Muestra
al azar implica observaciones estadisticamente independientes, es decir las muestras

no dependen, de ninguna forma, una de otra.

3.2.1 COMPARACION DE UN CONJUNTO DE RESULTADOS CON UN VALOR DE
REFERENCIA. Demuestra si un valor experimental es igual a un valor de referencia
(una especificacion o material de referencia) mediante una prueba de Hipotesis relativa
a una media usando la t de student (ver anexo ).

Cuando se determina un analito de un material de referencia dado siguiendo la

metodologia que se desea validar se obtiene un conjunto de n mediciones repetitivas.

'

[
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La media aritmética x de estos resultados, en ausencia de errores sistematicos,
deberia coincidir con el valor verdadero p asignado por el proveedor del material de
referencia. En realidad y dado que los errores aleatorios, se compensan cuando el
numero de repeticiones es muy elevado, existe una diferencia entre uy x. El problema
se reduce a conocer si esta discrepancia es debida a la presencia de algun error
sistematico o soélo a errores aleatorios. Cuando el nimero de repeticiones lievadas a
cabo con el material de referencia es menor que 30 y si los resultados obtenidos siguen
una distribucion normal, se calcula el estadistico tey, (ver anexo Ill) y se compara con el
valor tap Si |texp|<| tan| S€ acepta la hipotesis nula, es decir se acepta que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre u y x. Y por tanto que no se han

detectado errores sistematicos al analizar el material de referencia con la metodologia
utilizada para el nivel de significancia elegido."”

3.2.2 COMPARACION DE LAS VARIANZAS DE DOS CONJUNTOS DE DATOS.
Demuestra si hay diferencia significativa entre las varianzas de dos muestras para

posteriormente, dependiendo del resuitado, comparar sus medias como se indica en
3.23y3.24.

Se calcula mediante la Prueba F de Fisher (ver anexo lil) de tal forma que aquella de
. 2, 2 - .,
las dos varianzas ¢ 0 g, que sea mayor se situa en el numerador. Esta relacion

calculada se compara con el valor tabulado para el nivel de significancia a elegido y
n-1 y np-1 grados de libertad correspondientes al numerador y denominador
respectivamente (ver anexo ). Si Fex>Fuap Se concluye que hay una diferencia

estadisticamente significativa entre las varianzas.

3.2.3 COMPARACION DE DOS CONJUNTOS DE RESULTADOS CON VARIANZAS
SEMEJANTES. Demuestra si dos resultados experimentales son iguales entre si
mediante una prueba de Hipotesis relatva a dos medias con varianzas
desconocidas y semejantes, usando la t de student (ver anexo Il1).

Se comparan resultados del método candidato contra resultados o condiciones de un

método de referencia. En muchas ocasiones es necesario comparar las medias
aritméticas  x, y x»zde dos conjuntos de datos. Este seria el caso cuando no existen

materiales de referencia para la evaluacion de un determinado metodo, y este se
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validara por comparacion con los resultados obtenidos mediante un método

independiente (primario), o cuando se quieren comparar los resultados proporcionados
por dos condiciones distintas.

Si el numero de resultados ny 6 n; de los dos conjuntos de datos independientes es

menor que 30, si cada uno de ellos sigue un distribucion normal y si las varianzas s Y

de cada conjunto no difieren de forma estadisticamente significativa se calcula el

N1

A}

valor tey (ver anexo IH). Si |tex|<|tan] se concluye que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias aritméticas obtenidas con los métodos

para el nivel de significancia considerado.

3.2.4 COMPARACION DE DOS CONJUNTO DE RESULTADOS CON VARIANZAS
DIFERENTES. Demuestra si dos resultados experimentales son iguales entre si
mediante una prueba de Hipotesis relativa a dos medias con varianzas
desconocidas y diferentes, usando la t de student (ver anexo lll).

Se comparan resultados del método candidato contra resultados o condiciones de un
método de referencia. Si el nimero de resultados ny 6 n, de los dos conjuntos de datos

independientes es menor que 30, si cada uno de ellos sigue un distribucion normal y si
las varianzas SIZ y S; de cada conjunto difieren de forma estadisticamente significativa

se calcula el valor tey (ver anexo ). Si |texp|<|tan] S€ concluye que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre las medias aritméticas obtenidas con

los métodos para el nivel de significancia elegido y los grados de libertad resultantes de

redondear al numero entero mas proximo el valor de:

Es importante distinguir entre la importancia estadistica y la importancia practica. La
estadistica simplemente significa que se rechaza la hipotesis nula. La habilidad de la
prueba de descubrir diferencias que llevan al rechazo de la hipotesis nula depende del
tamano de la muestra. Por ejemplo, para una muestra particularmente grande, la
prueba puede rechazar la hipétesis nuia que dos medias del proceso sean

equivalentes. Sin embargo, en la practica la diferencia entre las dos medias puede ser

-27-



relativamente pequefa al punto de no ser de real importancia para el responsable de la
toma de decisiones. De igual forma, si el tamafio de la muestra es pequeno, una
diferencia que es grande para propositos practicos puede no llevar al rechazo de la
hipétesis nula. El analista no solo debe, ciegamente aplicar las pruebas, sino que debe

combinar, tanto el juicio de la aplicacion practica como el del analisis estadistico.

4.- CONCLUSIONES

La realizacion y obtencion de los parametros y las comparaciones mencionados
anteriormente permitiran validar diferentes metodologias, pero como parte de la
conclusion a este trabajo escrito y por considerarlo también de importancia haremos
una reflexion sobre la informacion que se debe proporcionar: un informe de validacion

que junto con el protocolo de validacion son los documentos soporte de dicha

validacion.

4.1 Puntos generales.

+ La identidad del analito, incluso especificidad cuando aplique (por ejemplo, “el
arseénico total”);

+ el intervalo de la concentracién cubierto por la validacion (por ejemplo, “0-50 ppm”),

» una especificacion del intervalo de matrices del material de prueba cubierta por la
validacion (por ejemplo, “mariscos”);

» un protocolo, describiendo el equipo, los reactivos, el procedimiento, incluyendo la
variacion permisible en, las instrucciones especificadas (por ejemplo el calor a 100x
5°C por 30 + 5min), los procedimientos de calibracién y de calidad, y cualquier
precaucion de seguridad especial requerida;

» la aplicacion que se intenta y sus requisitos de incertidumbre criticos (por ejemplo, El

analisis de alimentos para propositos de investigacion. La incertidumbre estandar u(c)

del resultado ¢ debe ser menor a 0.1 ¢)I’!.

4.2 Organizacion y reporte de datos.*®
1. Anotar los datos en tablas con titulos y encabezados que las describan.
2. Cada variable numérica debe contener sus unidades.?”! (Usar mg/L 6 mg/kg en vez de

ppm; o para concentraciones porcentuales usar % (m/m), %(v/v) %(m/v) segin sea el caso).
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relativamente pequefa al punto de no ser de real importancia para el responsable de la
toma de decisiones. De igual forma, si el tamafio de la muestra es pequeno, una
diferencia que es grande para propositos practicos puede no llevar al rechazo de la
hipétesis nula. El analista no solo debe, ciegamente aplicar las pruebas, sino que debe

combinar, tanto el juicio de la aplicacion practica como el del analisis estadistico.

4.- CONCLUSIONES

La realizacion y obtencion de los parametros y las comparaciones mencionados
anteriormente permitiran validar diferentes metodologias, pero como parte de la
conclusion a este trabajo escrito y por considerarlo también de importancia haremos
una reflexion sobre la informacion que se debe proporcionar: un informe de validacion

que junto con el protocolo de validacion son los documentos soporte de dicha

validacion.

4.1 Puntos generales.

+ La identidad del analito, incluso especificidad cuando aplique (por ejemplo, “el
arseénico total”);

+ el intervalo de la concentracién cubierto por la validacion (por ejemplo, “0-50 ppm”),

» una especificacion del intervalo de matrices del material de prueba cubierta por la
validacion (por ejemplo, “mariscos”);

» un protocolo, describiendo el equipo, los reactivos, el procedimiento, incluyendo la
variacion permisible en, las instrucciones especificadas (por ejemplo el calor a 100x
5°C por 30 + 5min), los procedimientos de calibracién y de calidad, y cualquier
precaucion de seguridad especial requerida;

» la aplicacion que se intenta y sus requisitos de incertidumbre criticos (por ejemplo, El

analisis de alimentos para propositos de investigacion. La incertidumbre estandar u(c)

del resultado ¢ debe ser menor a 0.1 ¢)I’!.

4.2 Organizacion y reporte de datos.*®
1. Anotar los datos en tablas con titulos y encabezados que las describan.
2. Cada variable numérica debe contener sus unidades.?”! (Usar mg/L 6 mg/kg en vez de

ppm; o para concentraciones porcentuales usar % (m/m), %(v/v) %(m/v) segin sea el caso).
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Las anotaciones numericas del cero deben escribirse explicitamente, un guién
indicara datos que faltan o no se han observado.?”!

Las anotaciones numeéricas no debe comenzar con “punto”. El signo decimal, debe
ser precedido por un cero y debe ser una coma sobre la linea.?’!

Los Numeros con varios digitos, deben separarse en grupos preferentemente de
tres, contando del signo decimal a la derecha y a la izquierda, los grupos deben ser
separados por un pequeno espacio, nunca con una coma, un punto, o por otro
medio.1?"!

Los numeros que indican valores de una misma caracteristica se han de dar con el
mismo numero de cifras decimales.

Revisar los datos, identificacion de datos discrepantes (aberrantes) o dudosos,
toma de decision al respecto.

Los resultados discrepantes se han definido como aguellos que no pertenecen a una

poblacién o que existe una probabilidad inferior a un determinado valor para que

pertenezcan a ella. Normalmente se producen al cometer equivocaciones o fallos en la

metodologia aplicada. Es por esta razén que han de buscarse concienzudamente las

causas que generan un resultado de este tipo antes de que pueda ser descartado.!"”!

4.3 Pruebas de hipoétesis.

Dependiendo de los requisitos o criterios de aceptacién y de la informacion

experimental hacer las pruebas de hipétesis (ver anexo Ill) correspondientes que

implica los siguientes pasos:

1.
2.

Datos y suposiciones.

Formular hipotesis acerca del parametro o parametros de acuerdo con el
problema que se tiene (Hipotesis nula Ho e Hipétesis alternativa Ha).

Escoger un nivel de significacion o riesgo a.

Escoger el estadigrafo de prueba cuya distribucion muestral es conocida en el
supuesto de que Hy sea cierta.

Determinar la region critica, misma que depende del tipo de hipdtesis, del nivel de
significacion y del estadigrafo de prueba.

Calcular el estadigrafo de prueba para los valores de la muestra al azar, de modo

que puedan ser comparados con los valores criticos (teodricos, encontrados en
tablas estadisticas).
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7. Decidir la aceptacion o rechazo de Hp y dar una conclusion al problema planteado.

4.4 Evaluacién de los resultados de validacion.

A lo largo del estudio de validacion el numero de repeticiones de las mediciones que se
han propuesto es pequefo, pero de tamafo suficiente para que sean representativas.
Los criterios de aceptacién deben fijarse previamente por las entidades reguladoras o
el cliente y con ellos se comparan los resultados obtenidos y mediante pruebas de
hipotesis e intervalos de confianza se decide acerca de la validez del método. Al final
de un procedimiento de validacién debe tomarse una decisién sobre la aptitud para la
aplicacién del método. De esta manera se confrontan los parametros del método
obtenidos, o bien las medidas de validacion con lo establecido, en forma de informe
final. Puede ocurrir que uno de los puntos del informe no concuerde con lo establecido
en la instruccion de trabajo correspondiente a ese método de ensayo (por ejemplo
repetibilidad del 7% en vez del 5% exigido) y que de todas maneras, se considere el
metodo adecuado. Esto debe ser fundamentado en el ambito de la validacién por el
responsable del ensayo. También puede detectarse la presencia de interferencias o un
comportamiento proporcional de la precision contra la concentracion, la presencia de
sesgo. Todo ello debe documentarse y en su caso corregirse a fin de obtener
resultados de medicion de gran confiabilidad.

El proceso de validacion, descrito hasta ahora en este trabajo propone, elaborar un
protocolo de validacion, evaluar sistematicamente los parametros considerados
necesarios, comparar estadisticamente los resultados contra valores de referencia
documentando todo en un informe de validacién incluyendo decisiones acerca del
metodo analitico empleado por los laboratorios con sus capacidades y limitaciones. Al
tener sus metodos analiticos validados internamente, el laboratorio podra, ademas de
comprobar que domina el ensayo y lo utiliza correctamente, establecer un Sistema de
Medicion Analitico que le permita, entre otras cosas comparar dichos métodos con
otros, estar preparado para participar en estudios comparativos con otros |aboratorios

para determinar la aptitud de su personal, o cuando aplique en el desarrollo o
evaluacion de materiales de referencia.
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ANEXO |
TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTALES

TABLA 1. Clasificacion de métodos analiticos.

1]

Métodos analiticos clasicos
{Métodos de quimica himeda)

=

Métodos analiticos instrumentales

Métodos en los cuales el material de medicion no
permite medir una senal de ruido (buretas, etc..).

Métodos en los cuales el instrumento de
medicion de la respuesta analitica pemnite
medir una senal de cuido (cromatografo,
espectrofotdometros, elc.).

Separacion por;
precipitacién, extraccién, destilacion, efc.

Separacion por.
técnicas cromatograficas, electroforéticas, etc.

Identificacion de productos por:
color, purito de ebullicidn o de fusién, olor, su
actividad optica o su (ndice de refraccion, etc.

Cuantificacion def analito por:

Identificacion y cuantificacion del analito por:

medidas de sus propiedades fisicas y quimicas
como solubilidad en una serie de disolventes,
su conductividad, potencial del electrodo,
absorcion o .emisién de luz, refacién

medidas gravimétricas o volumétrcas. masalcarga, flugrescencia, ete.

TABLA 2. Propiedades quimicas y fisicas empleadas en métodos instrumentales./'"

PROPIEDADES

METODOS INSTRUMENTALES

radiacién, emision de la

espectroscopia de emision (rayos X, UV, visible, de electrones|
auger); fluorescencia, fosforescencia y luminiscencia (rayos X, UV,
visible)

radiacién, absorcién de la

espectrofotometrias y fotometria (rayos X, UV, visible, IR) .
espectroscopia foto acustica; resonancia magnética nuclear vy
espectroscopia de resonancia de espin electrénico

radiacién, dispersion de la

turbidimetria; nefeldmetro, espectroscopia Raman

radiacién, refraccion de la

refractometria; interferometria

radiacion, difraccion de la

métodas de difraccion de rayos X y de electrones

radiacién, rotacion de la

polarimetrias; dispersion rotatoria éptica, dicroismo circular

eléctrico, potencial

potenciometria, cronopotenciometria

eléctrica, carga

culombimetria

eléctrica, corriente

polarografia;, amperometria

eléctrica, resistencia

conductimetria

masa

gravimetria (microbalanza de cristal de cuarzo)

razén masa a carga

espectromelria de masas

velocidad de reaccion

métodos cinélicos

propiedades térmicas

gravimetria y volumeltria témmica; calorimetria de barrido
diferencial; analisis térmico diferencial; métodos de conduclividad
térmica

radiactividad

métodos de activacion y de dilucion isotopica
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Tabla 3. Ejemplos de componentes de ios instrumentos.""!

Dominio de
Fuente‘de Sefal Transductor los datos de Procesador de
Instrumento Energia Analitica de Entrada la Sefal Lectura
(estimulo) informacion
transformada
Lampara
de )
, . Haz de luz Corriente Escala de Medidor de
Fotémetro Wolframio, atenuado Fotocélula eléctrica medida comiente
filtro de
vidrio =
Espectrometro Amplificador,
de Absorcién/ Llama Radiacion Tubo foto Potencial desmodulador, Registrador
Emisién UV o visible | multiplicador eléctrico monocromador, sobre papel
Atémica cortador
Fuente de . . .
. Corriente de Corriente . Registrador
Culombimetro corqente 12 celda Electrodos clécirica Amplificador sobre pape!
continua
Muestra, | Aclividad del | Electrodo de : :
pHmetro electrodo ion vidrio y de Z?éitr:icézl g?ﬁg?ézggrr‘ Unidad digital
de vidrio hidrogeno calomel 9
Difractémetro Tubo de N Imagenes
derayos X | Rayos X, | [IEICn | Peiis | (e | Resescor | emmegrecdas en
para polvos muestra grafica a una pelicula
Comparados . Senal del Cerebro Respuestea visual
| decolor Luz salar Color Ojo humano nervio optico humano al color
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ANEXO I
VALIDACION Y DESEMPENO

TABLA 1. Elementos de requisitos analiticos y parametros de desempeno relacionados.®

[

Elementos de requisitos analiticos

Parametros de desempeno relacionados

L o Confirmacion  de  identidad,  selectividad/
gla;emactisa?respuesta requerida. ;Cualitaliva o especificidad, limite de deteccidn, limite de
Lan ' cuantificacion
. El analito esta disperso o localizago?
a)
; Estd el analito presente en mas de una forma? . . .
12 .
¢Interesa el analito, extralble, Libre o total? Confirmacion de identidad, recobro
) . ; . Confirmacion de identidad, limite de deteccion.
ggtu?;:s;iganczos/ anal;to: ?e ;I’;tce;‘é)s y 2 que niveles | ;e de cuantificacion, intervalo de linealidad y
T o °. H9/8 ng/g, etc.): de trabajo
¢, Cuan exacta (bias) y precisa (r y r) debe ser la R . . .
. . ecobro exactitud/veracidad, precision
? ’ .
;‘Zﬁﬁgf& co%“oese i;apdrgsafe Incertidumbre  es | . etibifidad/ precision reproducibilidad b)
¢, Cual es la naturaleza flsica o quimica de la matriz? \
a
¢ Cuales son interferencias probables del analito? Selectividad/especificidad
;Se requiere muestreo y submuestreo (y esto se
hara dentro del laboratorio)? a)
(Alguna  restricciones respecto al tamado o
disponibilidad de la muestra? a)
¢ Recursos restringidos, bay disponibilidad de gente,
tiempo. dinero, equipo y reactivos de laboratorio? a)
fe"sf"argzz'fngro”:gebsc‘gt‘oii;f°mparad°5 con 10s | & o hustez/desigualdad reproducibilidad
¢JLos resullados necesitan ser comparados con . ibilidad
especificaciones externas? Exactitud y reproducibilida |

_a) No todos los elemenios de los requerimientos analiticos se relacionan directamente con los requisitos

de aprobacién del método. Algunos de ellos generalmente solo dictaminaran si las 1écnicas particulares
son aplicables. Por ejemplo, se aplicarian diferentes técnicas segun si el analito se dispersa a través de

la muestra o si se aisla en la superficie.

b) Un elemento esencial del requisilo analitico es que debe ser posible dictaminar si un método es

conveniente o no para su infencién de proposito.
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TABLA 2. Objetivos y alcance de la validacién segun el tipo de procedimiento de ensayo.[m

Método de ensayo

Objetivos de la validacién

Parametros de desempeno
recomendados

Caso 1
Método Normalizado (se

Comprobacién de gue el laboratorio

1. Comprobacion del cumplimiento de los
parametros indicados en la norma (Ej.:
repetibilidag, exactitud, limite  de
deteccion, incertidumbre).

aplica exactamente como | domina el ensayo y lo \utiliza 5 elaboracion de una cara de control
esta ?\le:‘ri:go enla comrectamente analizando un material de referencia.
) 3. participacidbn en ensayos inter-
laboratorios.
Se;zgt;ﬁilziaai;onla regfo ducigilljiiia d :g 4. Ademas de lo indicado para el Caso 1
R ’ . iquient
Caso 2 precision intermedia, y la exactitud de esla Tabla, probar los siguientes

Mogificacion de un
Método Normalizado.

del metodo original no dependen de
la modificacién introducida y que el
laboratorio domina el ensayo y lo
utifiza correctamente.

pardametros: Intervalo de trabajo /
linealidad, Tipo de ajuste, Recuperacion,
Robustez, Especificidad, Estabilidad,
Reproducibilidad.

Caso 3
Método interno (método
de ensayo elaborado en
el laboratorio y gue no se
encuentra en Normas u
otras colecciones de
métodos).

Comprobacién de que el método
tiene la repetibilidad, la
reproducibilidad, la precision
intermedia y la exactitud suficientes
para el objetivo de aplicacion y que
el laboratorio domina el ensayo y lo
realiza correctamente.

Ademas de lo indicado para el Caso 1 de
esta Tabla, probar todos los parametros
de desempeno posibles.

TABLA 3. Principales parametros de validacion de los métodos. ]

Grado de validacion 6

particular.

Situacion Revalidacién requerida
Desarrollo de un método para un problema en particular. Completo
‘Existe un mé aluado para aplicarl n | n
Existe u étodo ev p aplicarlo en un problema e Completo

innovaciones.

[ Un método establecido, realizar una revision para incorporar

Parcial o completo

nuevo

Un mélodo estabiecido, extenderlo o adaptarlo a un problema

Parcial o completo

cambia con el tiempo.

Cuando el control de calidad indica que un método establecido

Parcial o completo

Establecer un método en un laboratorio diferente. Parcial
Establecer un método con diferente instrumentacién. Parcial
Establecer un método con diferente operador. Parcial
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Parametros y estadigrafos.

ANEXO Il

CONSIDERACIONES ESTADISTICAS

[26,28]

Un valor que describe en forma global a la poblacion se lama parametro mientras que un valor que

describe en forma global a una muestra se llama estadigrafo, estadistico o estimador. Generalmente

los parametros se representan con letras griegas y los estadigrafos con letras latinas asl la media de la

poblacion es p y la media aritmética de la muestra es X . Para distinguir la desviacién estandar de una

pobiacion, de la desviacion estandar de una muestra obtenida de la poblacién, se emplean los simbolos

o y s respectivamente.

Cuando los parametros de la poblacion tales como p 6 o se desconocen pueden estimarse mediante sus

correspondientes estadisticos muestrales, si es que fas muestras son suficientemente grandes.

Dos importantes caracteristicas de los datos cuantitativos son sus medidas de tendencia central y sus

medidas de variabilidad o de dispersién.

Il1-1. Medidas de tendencia central (también ilamada promedio).

Es el valor central o tipico, pues es el mas representativo, del conjunto de datos. Hay muchos promedios,

cada uno de los cuales posee propiedades particulares, las mas frecuentemente trabajadas son:

B Tabla 1
Parametro . s . .
Jestadigrafo Calculo o de_ﬁmcmn Ventajas _Dt_asventa]as
Medi n :
ecia . 1 Reﬂgga cada valor, . 1) Puede ser excesivamente
(media X, 2) propiedades algebraicas. | . -
A . & - influenciada por valores
aritmeética) =¥ = 3) es la mas usada en
=0 S : extremos.
poX n analisis estadistico.
) 1) Dificil de calcular si hay
0,
ks Mgoior:;;igr:eo; ;l ?,'gor,fs 1) Menos sensible a valores | muchos datos,
extremos que la media. 2) no tiene propiedades
B _Md son menores que ella algebraicas,

1) Facil de calcular, 1) No se presta para el

Moda o A .

Valor con la 2) valor “tfpico”, mas valores | analisis estadistico,
M frecuencia mas alta reunidos en este punto que | 2) puede haber mas de una

en cualquier otro. moda o ninguna.

Otros menos usados son el centro de amplitud, Ja media arménica. la media geométrica y {a media
aritmética ponderal.

HI-2. Medidas de dispersion (variabilidad).

Ademas de la tendencia de los valores a agruparse en las cercanias de un valor promedio, es necesario

saber cuanto se dispersan o varfan, es decir que tan cerca o lejos estdn uno de otro; las mas usadas

son:
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Tabla 2

Parametro

lestadigrafo

" Calculo o definicién

Ventajas y desventajas

Intervalo No se obtiene una idea clara de la dispersién,
Valor maximo-valor minimo pues varias distribuciones diferentes pueden
R - tener el mismo valor de amplitud.
Desviacion Z\x -5 || ‘ _
media DM. = ' 1 No tiene signo.
D.M o n
Varianza N 2 ) - ) -
Z(X, —X) No tiene signo, unidades fisicas al cuadrado
- 32 = 2 = el — de los datos.
Desviacion = — , Ly
estandar lZ(x - r) nzx - (Zx) Mismas unidades fisicas que la de los datos.
{desviacion = -:.I|| & = e Es la mas usada en analisis estadisticos.
tipica) 0 0 s von-| n(n—1)
Exenta de unidades, se expresa en
porcentaje. Se usa para comparar
Coeficiente distribuciones con diferentes unidades o para
de variacién V= 100+ comparar las  dispersiones de dos
CcVv B ¥ distribuciones diferentes.
Cuando la media se acerca a cero deja de ser
util,
Mide la desviacidn de la media en unidades
Variable (x -3 ) de desviacibn estandar (es decir es
normzlizada = e independiente de las unidades usadas) Es de
z o/n gran valor en la comparacion de
) distribuciones.
(}—y) Permile comparar un resultado experimental
{ de student R contra un valor de referenaa,_ Permite
S comparar dos resultados experimentales
n entre si.
2
chi cuadrado 1_ny Permite comparar la dispersiéon experimental
X A= O'Z contra una especificacion o criterio.
2
F de Fisher F. = Su Compara la dispersion expenimental de dos
ep 2 muestras entre sf.

Una interpretacion de la desviacion estandar es que si la distribucion es aproximadamente normal, el

intervalo es:

a) x ¢ s, contiene aproximadamente 68% de las observaciones.

b) x + 2s, contiene aproximadamente 95% de las observaciones.

€) x £ 3s, contiene aproximadamente casi todas las observaciones (89,7%).

A veces la desviacion estandar de una muestra viene definida con (n-1) en lugar de n en el denominador

porque el valor resultante representa un mejor estimador de la desviacion estandar de una poblacién de

l1a que se ha tomado la muestra. Para valores de n > 30 son practicamente iguales las dos definiciones.
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(1I-3. Distribucién muestral.

Para cada una de todas las posibles muestras de tamafio n que puedan extraerse de una poblacién
dada, se puede calcular un estadigrafo, tal como. la media, ta desviacién estandar, etc., que variara de
una muestra a otra. De esta forma se obtiene una distribucién del estadigrafo que se conoce, a partir de
muestras del mismo tamafio. Cuando la media muestral es este estadigrafo, la distribucién se conoce
como 13 distribucidn muestral de medias.

Para poblaciones infinitas o para muestreo con reemplazamiento:

Media de la distribucién muestral de medias /,[ =Hu

~0/
/ \/n

A la desviacion estandar de la distribucidn muestral de un estadigrafo se le denomina error estandar.

Desviaciéon estandar de |a distribucién muestral de medias O‘;

Si el tamano de muestra n es bastante grande, las distribuciones muestrales son normales o casi
normales. Cuando n < 30 las muestras se llaman pequenas. En el caso de que la poblacién se distribuya

normalmente, la distribucién muestral de medias se distribuye también normalmente, incluso para
muestras peguenas.

111-3.1 Distribucién normal.

De todas las distribuciores continuas la distribucidn normal o Gaussiana es el modelo de mayor uso, no
solo sirve como distribucién modelo de muchos problemas practicos de la vida real sino que también es
utilizada en muchas investigaciones teodrcas

La distribucion normal estandar es aguella cuya media es cero y cuya desviacion estandar es 1, se
usa la variable normal estandar o variable normalizada z para distinguirla de los demas tipos de
distribuciones.

La distribucidn normal es la distribucion continua mas imporiante por las siguientes razones:

1.- Muchas variables aleatorias que aparecen con relacién a experimentos u observaciones praclicas
estan distribuidas normalmente.

2.- Otras vanables estan distribuidas normalmente en forma aproximada.

3.- Algunas veces una variable no esta distribuida normalmente, ni siquiera en forma aproximada, pero
se puede converlir en una variable con distribucion normat por medio de una distribucién sencilla.

4 - Ciertas distribuciones se pueden aproximar mediante la distribucion normal {como en el caso de las
distribuciones binomial y de Poisson).

5.- En estadistica tedrica muchos problemas pueden ser resueltos facilmente en el supuesto de una
poblacién normal.

11-3.2 Otras distribuciones muestrales.™

La medicton quimica es un proceso generalmente costoso algunas veces requiere de mucho tiempo, por
lo cual el tamafio de muestras (réplicas) es generalmente pequeno, no es aplicable el modelo de
distribucién normal (z), se utiliza el modelo de distribucion de t de student 6 el de distribucién xz para

muesltras pequenas. Al aumentar el nimero de replicas se reduce la incertidumbre.
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Distribucién normal

Distribucion uniforme

Distribucion Cauchy

=

Distribucidn t de student

T

Distribucion chi-cuadrada

=

Distribucion F

En la siguiente figura se ve que para fener un buen estimador de una medicién experimental se

necesitarian por o menos siete réplicas con un riesgo promedio del 5% o diez réplicas en el caso de que

no se puedan correr grandes riesgos (1%). En cualquier caso, mas de veinte réplicas ya no representan

incrementos notables de calidad y si mayor trabzjo. En la practica es comun el uso de triplicados e

incluso solamente duplicados, por lo que las incertidumbres son generaimente altas.

|

Incertidumbre en la determinacién de una media

(g alfa=0.01
alfa=0.05

alta=0.10

|

|
P

<

10
nomero de réplicas

114. Estadistica inferencial o paramétrica.

Se infiere informacion sobre una poblacién mediante muestras extraidas de ella; se hace una

estimacion de los parametros de la poblacion a partir de los estadisticos muestrales y se toman

decisiones estadisticas acerca de las hipotesis establecidas sobre la poblacion, en base a lo que

conoce de las muestras. La estima de un parametro poblacional dada por un nimero se llama estima de

punto del parametro &. La estima de un parametro poblacional dada por dos numeros entre los cuales

se considera que se encuentra dicho parametro &, con cierto grado de confiabilidad, se {lama estima de
intervalo de confianza, y se representa de manera general como:

P-koy<é<é-koz)=1-a 6 &% ks/NNn-1

donde k es un valor critico (2, t. ¥°) que se obtiene de tablas o se calcula en Excel a un coeficiente o nivel
de confianza (1-a) y a cierlos grados de libertad. a es el nivel de significaciéon (significancia) que
representa la probabilidad que el intervato no incluya el parameitro.
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Tabla 3

K Calculo experimental Calculo de valor critico (Excel)
X—X
z z= ( ) VALORES EN TABLAS
o/n
. (x _ !,) DISTR.T INV(a, ¢) para hipc')teésis alterna de mayor o menor
¢ =St A
‘_" o= DISTR.T.INV(2a, @) para hipétesis alterna de desigualdad
]
2 VALORES EN TABLAS
2 2 _ )?S
V4 - 777
O

2 DISTR.F.INV(a, ) para hipotesis alterna de mayor o menor
F F.= Su 6
op 2 DISTR.F.INV(c/2, @) para hipdtesis alterna de desigualdad

n

I1.4.1 Inferencia estadistica (pruebas de hipotesis).®™

Es comun en estadistica estimar un parametro desde una muestra de datos. El valor det parametro que
usa todos los posibles datos, no sélo los datos de la muestra, se llama parametro poblacional. El valor
verdadero del parametro es una estimacién del verdaderc valor del parametro se hace usando los
datos de la muestra. Esto se llama una estimacién de punto o una estimacién de la muestra. Por
ejemplo, la medida mas comunmente usada de tendencia central es la media, el valor verdadero de la
poblacion, la media, es la suma de todos los miembros de la poblacién dada divigida entre el numero de
miembros en la poblaciébn. Como es tipicamente impractico medir cada miembro de la poblacién, una
muestra al azar es tomada de esta poblacion. La media de la muestra es calculada sumando los valores
en la muesira y dividiendo entre el nimero de valores en la muestra. Esta media de la muestra se usa
entonces como la estimacién de punto de la media poblacional. Las estimaciones del intervalo
extienden las estimaciones de punto incorporando la incertidumbre de la estimacién de punto. En el
ejemplo para la media, diferentes muestras provenientes de la misma poblacion generaran valores
diferentes para la media de la muestra. Una eslimacion del intervalo cuantifica esta incertidumbre en la
estimacion de la muestra calculando los valores superior e inferior de un intervalo el cual, a un nivel dado
de confianza (es decir, probabilidad), contendra el pardmetro poblacional.

111-4.2 Las pruebas de hipotesis.
También trabajan con la inceridumbre de la estimacién de la muestra. Sin embargo, en lugar de
proporcionar un intervalo, una prueba de hipotesis intenta refutar una demanda especifica acerca de un

parametro de |a poblacién basado en los datos de la muestra. Por ejemplo, Iz hipStesis podria ser uno de
lo siguiente:

» _|a media poblacional es igual a 10,
¢ la desviacién estandar pobtacion es igual a 5,
» las medias de dos poblaciones son iguales,

« _las desviaciones normales de 5 poblaciones son iguaies.
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Rechazar una hipotesis es concluir que es falsa. Sin embargo, aceptar una hipotesis no significa que es
verdad. sélo que no se tiene evidencia para creer ofra cosa. Asi comunmente las pruebas de hipétesis se
proponen en ambos términos, una condicion de la que se duda (la hipétesis nula) y una condicion que se
cree (la hipbtesis afternativa).La hipétesis nula es la igualdad entre las variables comparadas y la alterna
puede ser que son diferentes o que una es mayor que 1a ofra. Estas uitimas dos posibilidades hacen que
las pruebas de hipétesis puedan realizarse bilateralmente, a dos colas (vanables diferentes) o

unilateralmente, a una cola de (as distribuciones (una variable mayor que la otra).
En la tabla 4 se resumen algunas de las pruebas de hipdtesis y estimaciones por intervalos de confianza.

En la tabla 5 siguiente se muestra un formato comun para una prueba de hipétesis con un ejempio
resaltado en gris.
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Tabla 4. Pruebas de hipétesis y estimaciones por intervalos de confianza.!*®
Hipétesis a contrastar | Supuestos Estadigrafo de contraste / Intervalo de confianza
Ho! p =, o conocida sz &E — o) _ o
Hipétesis relativas a muestras o x—Zl_q, £ < x+Z|—06" =
una media grandes ‘n 2R 2 ai
Ho: u = p, desconocid «P 5 _ _
Hipétesis relativas a a Jn X—f o < M < X+f .
. |-G -,
una media muestras 224 A 2R
equefias
Peq lgrados de libertad = n— 1|
Muestras - - |1 - - | i
; ; 7 L = o -+ —L - Ly =+ — 4
Ho: 1y = 1z |ndi;3:2dle _ [:q )Cl) nm (s +n, 2) XX qu/zSp . 7 H=H 4%~ x ZP%S,, n n
Hipotesis relativas a op \/ e 2 \ ' g
) ¢ =187 Hm -1 52 7= - < - :
dos medias con o =0 (n=1)s; H{n=1)s; Donde g5+ (g, - 1)s
varianzas semejantes desconocid # ntn,-2
Muestras ()_c -X ) N S [z
. . — J 2 o - S5 FTTAN L e YAy
o independie fﬂp = [_I_Jr‘_\ XXy b ***iﬂf,—ﬂzéxrxﬁtl.g; [ mE
Ho: py = u; ntes 51* 55 b= L LA B R ¢ 7 R T 5
Hipotesis relativas a e 0 —_—= 2 N ey
dos medias con 0. "0 noon [ }"nj ( W
varianzas diferentes desconocid ¥ _
asy J1|—| H:-l
diferentes ‘grados de libertad = ¢|
i T N
Ha: 6% i, ; =( ) (17— 1)s » (n-=1D)s
Hipotesis | coooemeeeeo . a, 5 < < 3
J relativas a una /5{; a) Aar
_ yweaesn o lgrados de libertad = n-1]
Hot 0% 3 5 L Su £ ZO-I'FA S
Hipétesis | . enp 2 3 2 3 —-_
relativas a dos m o S,,,F:_Q‘IV‘_V‘ O . S'”F"’v-v.-v-
‘ varianza lgrados de libertad = ny-1 y n;-1] - : : ;
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Tabla 5§ Formato comuin para una prueba de hipotesis.

Ejemplo para comparar resuitado de una muestra contra una especificacién o valor de referencia

Hipétesis nula a
contrastar Hy:

Hipdtesis alterna H,:

Estadigrafo de
prueba (Estadigrafo
de contraste):

Grados de libertad:

Nivel de
significaciéon o
significancia:

Regién critica o
regién de rechazo e
intervalo de
confianza:

Rechazar si: Ej:
elegir una opcion

Observaciones:

una declaracion de la hipétesis nula, por ejemplo, dos medias poblacionales
son iguales. lly: p=pn

una declaracién de la hipotesis alterna, por ejemplo, dos medias poblacionales
no son iguales: =

E) estadigrafo de la prueba dependgiendo de la hipétesis especifica por ejemplo:

a (normalmente es de 5%. aunque también se usa 2% & 1%).

El nivel de significacién o significancia . (define la sensibilidad de (a prueba). Un
valor de @ = 0.0S significa que se rechaza la hipétesis nula inadvertidamente 5%
del tiempo cuando en realidad es verdadera. Esto también se llama error tipo 1.
La eleccion de o es algo arbitrano, aunque en la practica, cominmente se usan
valores de 0.1, 0.05, y 0.01.

La probabilidad de rechazar la hipbtesis nula cuando en realidad es falsa se
llama el poder de la prueba y se denota por 1 8. Su complemento, la
probabilidad de aceptar la hipétesis nula cuando la hip6tesis alternativa es, en
realidad verdadero (el tipo Il error), se llama B8 y sélo puede computarse para
una hipétesis alternativa especifica.

La region critica abarca aquellos valores del estadigrafo de contraste que
conducen a un rechazo de la hipdtesis nula. Se basa en la distribucion def
estadigrafo de contraste a un nivel de significacién, dado.

Es la reqgién que contiene los resuitados menos favorables a Ho en el supuesto
gue Ho sea verdadera, los valores criticos del estadigrafo de prueba al nivel
de significacion dado delimitan ésta regién de la regién de aceptacion(la que

contiene los resultados mas favorables a Ho). Por ejemplo ¢ =X % 1,7-*%/——
2 n

lep <=1, fup >t Por Ejemplo 7 < ——I% 0 > {%
o es desconocida u, es el valor de la variable de referencia contra la que se

compara la media experimental ¥ y s es el estimador experimental de la
desviacion estandar.
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l11-4.3 Determinacion de valores criticos para los estadigrafos (t, f y F).

i1-4.3.1 Obtencién de valores criticos para distribucién “t de student” ?: Debide a la simetria de la

distribucién t, se usa la misma tabla tanto para ensayos a una cola (una variable mayor gue otra) como
para ensayos a 2 colas (variables diferentes) usando el valor apropiado de a.

t POF (Two-Sided Test at Alpha = 0.05)
0.4

)
W
i

Probatsliity
o
[\
1

o
-
L

3 2 t 0 1 2 3 4 5

En esta grafica se muestra, el nivel de
significacion o riesgo a con una distribucién t y
10 grados de libertad. El nivel de significacion o
nesgo 0 normalmente usado es 0.05. Para un
ensayo a 2 colas a se calcula a a/2 (0.025).

Para ensayocs a dos colas, el valor critico se
encuentra en tablas bajo la columna que
corresponde a a/2. La hipdtesis nula se rechaza
si el valor absoluto experimental del estagigrafo
es mayor que el valor del obtenido de tablas t 4

I11-4.3.2 Obtenci6én de valores criticos para distribucion chi cuadrada (y%)*®:

Para ensayos a la cofa superior, el valor critico se
encuentra en tablas bajo la columna que
corresponde a a. La hipotesis nula se rechaza, si
el valor absoluto experimental del estadigrafo es
mayor que el valor obtenido de tablas t,

Para ensayos a la cola inferior, el valor critico se
encuentra en tablas bajo la columna que
corresponde 3 a. La hipétesis nula se rechaza, si
el valor absoluto experimental de! estadigrafo es
menor que el valor negativo obtenido de tablas i,

Debido a la falta de

simetria de la distribucion chi-cuadrada, existe una tabla para las distribuciéon de la cola superior y otra

tabla para la cola inferior, el estadigrafo 12 se calcula de los datos con v grados de libertad.

Chl-Square PDF (Two-Sikded Test at Alpha = 0.05) |
03 [

025 | . '

Probabliity
g e
w N

e

0 [
X |

En esta grafica se muestra, el nivel de
significacion o riesgo a con una distribucion- 32 y
3 grados de libertad. El nivel de significacion o
riesgo a normalmente usado es 0.05.

Para un ensayo a 2 colas el valor critico se
encuentra en la iabla de valores criticos
supeniores, bajo la columna que corresponde a
a/2. Rechazar la hipétesis nula si el estadigrafo
experimental es mayor que el de la tabla. o de

I 1 manera similar encontrar el valor critico en la

tabla de valores criticos inferiores, bajo la
columna 1- a/2. Rechazar la hipétesis nula si el
estadigrafo experimental es menor que el valor
obtenido de la tabla.

Para ensayos a la cola superior. encontrar el
valor critico bajo la columna que corresponde a a
en la_tabla_de valores criticos superiores.

Para ensayos a la cola inferior, encontrar el valor
critico bajo la columna que corresponde a 1-a en
la tabla de valores criticos inferiores Rechazar la

Rechazar ia hipétesis nula si el valor absoluto de)
estadigrafo experimental es mayor que el vaior
obtenido de tablas

hipétesis nula si el valor absoluto experimental
del estadigrafo es menor que el valor obtenido
de tablas.

111-4.3.3 Obtencién de valores criticos para distribucion F*®; La distribucion F es el cociente de dos
distribuciones chi cuadrado con grado de libertad V1 y Y2 respectivamente donde cada chi cuadrada ha
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sido primero dividida por sus grados de libertad. La distribucidn F se usa en muchos casos para las

regiones criticas en hipdtesis de prueba y para determinar intervalos de confianza.

F PDF (One-Sided Test at Alpha = 0.05)
038
0.7'_'
0.6
505‘
I
B A
£ o5
02+
0.3
] a = 0.05 (7 98)
1] T T 1 1 T
0 1 2 3 4 5 6
X

El grafico muestra una distribucién de F con v,=
10 y vo= 10. El &rea sombreada del grafico indica
ta regidn de rechazo al nivel de significacidn a.
Se calcula un estadigrafo experimental con v,y
v, grados de libenlad, y el resuitado se compara a
la tabla.

Una prueba a dos colas requiere un serie de
tablas que contengan las regiones de rechazo
tanto para la cola inferior como la cola superior
como la inferior.

Cuando es una prueba a una cola se tiene la
probabilidad en la cola superior de exceder el
valor crifico y se pone cero en la cola inferior
poraque la distribucién de F es asimétrica.

La tabla que contiene los valores criticos
superiores de la distribucion de F se usa para las
pruebas de F a wuna cola con nivel de

En las siguientes graficas se ve la forma de la
funcidon de densidad de Probabilidad F para 4
diferentes valores de parametros.

significancia o= 0.05, 0.10, y 0.01.
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ANEXO |V
GLOSARIO

V-1 CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO

IV-1.1 Condiciones de referencia: Condiciones de uso prescritas para las pruebas de funcionamiento
de un instrumento de medicién o para la Intercomparacion de resultados de mediciones.??

NOTA: Las condiciones de referencia comprenden, generalmente, valores de referencia o inlervalos de referencia
para las magnitudes de influencia que afectan el instrumenlo de medicion.

IV-1.2 Condiciéon dptima para un Sistema de medicion / condicion optima: la condicién de uso para
un sistema de medicion bajo la cual su contribucién a la incertidumbre de medicion es minima !

IV-1.3 Adecuabilidad: verificacion de que el sistema (instrumento, analista, sustancia de referencia,
entre otros) opera con base a criterios preesiablecidos, que permitan asegurar {a confiabilidad de [0s

resultados de un método analitico.'?

IV-1.4 Calificacion de equipos e instrumentos de medicion analitica (CEIMA): Proceso general que
asegura que un instrumento es apropiado para el uso propuesto y que su desempeno esta de acuerdo a
las especificaciones establecidas por el usuano y el proveedor. La CEIMA se compone de los siguientes
procesos, la Calificacion de Disefo (CD), Calificacion de Instalacion (Cl), Calificacidon de Operacion (CO)
y Cafificacién de Desempeiio (C de D).

4 Calificacion del disefo (CD): Cubre todos los procedimientos previos a la instalacion del sistema

en el ambiente seleccionado. La CD define las especificaciones operacionales y funcionales del

instrumento y detalla las decisiones deliberadas en la seleccion de! proveedor.""

Calificacion de instalacion (Cl): Cubre todos los procedimientos relacionados a la instalaciéon del

tnstrumento en el ambiente seleccionado. La Cl establece que el instrumento se recibié como se

diseid y se especificd, que este instrumento fue adecuadamente instalado en el ambiente
seleccionado, y que este ambiente es apropiado para la operacion y uso del instrumento !

Calificacion de operacién (CO): Es el proceso en donde se demuestra que un instrumento

funcionara de acuergo a su especificacion operacional en el ambiente seleccionado !

4 Calificacién de desempefio (C de D): Es definida como el proceso en donde se demuestira que un
instrumento se desempena consistentemente de acuerdo a una especificacion apropiada para su
uso rutinario X!

IV-1.5 Confirmacién metrolégica: Conjunto de operaciones requeridas para asegurarse de que el

equipo de medicién es conforme a los requisitos correspondientes a su uso previsto.

NOTAS:

1.-La confirmacién meiroldgica generalmenle incluye la calibracién y verificacion, cualquier ajuste o

reparacion necesario, y la subsiguienle recalibracién, la comparacion con los requisitos inetroldgicos del

uso previslo del equipo, asl como cualquier sellado y eliquetado requerido.

2.-La confirmacién metrologica no se logra hasla que se haya demostrado y documentado la adecuacion

del equipo de medicion para el uso previsto.
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3.-Los requisilos para el uso previsio incluyen consideraciones lales como alcance, resolucion y error
maximo permitido.

4.-Los requisitos metrolégicos normalmente difieren de los requisitos para el produclo y no estan
especificados en éstos.

CRITERIO: LI proceso de confirmacion metrologica se debe aplicar solo a los insirumentos que se miilizan en
mediciones fisicas tales como  balanzas analiticas. termoineirns, manémeiros. hidrometros. picnometros,

sonomelros. luxémeiros. cronomeiros y flujomeiros. enfre onros.

V-2 CONFIRMACION DE IDENTIDAD O SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

IV-2.1 Selectividad (o especificidad): La capacidad de un meéfodo para determinar exacta y
especificamente al analito de interés en la presencia de otros componentes en la matriz bajo condiciones
de prueba establecidos.”>?

IV-2.2 Selectividad: Coeficiente que indica el grado de ausencia de interferencias con otras especies
que contiene la matriz de la muestra !'”

IV-2.3 Especificidad del sistema:. Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.!™

IV-3. INTERVALO DE TRABAJO Y LINEALIDAD

IV-3.1 Intervalo de trabajo (medicion): La serie de valores de mensurandos para los cuales el error de
un instrumento de medicion se intenta que caiga dentro de limites especificados

IV-3.2 Intervalo de trabajo: El dmbito de trabajo de un método analitico, es el intervalo entre los niveles
mas bajo y mas alto de concentraciones en que se ha demostrado que puede ser determinado el analito
con la precisién y la exactitud requeridas en una determinada matriz.!"?

IV-3.3 intervalo: Concentraciones incluidas dentro de la concentracién superior e inferior del analito
(incluyendo éstas) para las cuales se ha demostrado que el método analitico es preciso exacto y
fineal "

IV-3.4 Intervalo de trabajo: En andlisis cuantitativo, el intervalo de trabajo es obtenido a través de la
medicién de muestras con diferente concentracion del analito, y seleccionando el intervalo de
concentracion que proporciona un nivel de incertisdumbre aceptable.lz' 3611191

NOTAS:

1.-Dentro del intervalo de frabejo puede existir un intervalo de respuesta lineal. Dentro de ésle inlervalo
lineal de respuesta habréa una relacion lineal con la concentracion del analito.

2.-El intervalo de trabajo es generalmenle mas amplio que el intervalo lineal ef cual puede eslablecerse
durante la evaluacién del intervalo de lrabajo.

3.-El intervalo de frabajo se refiere al intervalo de valores de concentracién en las disoluciones que se
miden realmente y no a la concentracién en la mueslra original.

IV-3.5 Linealidad: Define la habilidad del métlodo para obtener resultados proporcionales a la
concentracién del analito en la prueba.”*%

NOTA: Se inliere que el intervalo lineal *es el intervalo de concenlraciones del analito sobre fas cuales el

método proporciona resultados de pruebas proporcionales a la concentracién del analito”



IV-3.6 Linealidad: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio de fa
transformacién matematica definida, son proporcionales a la concentracién del analito, dentro de un
intervalo determinado /¥

IV-3.7 Intervalo lineal: Va desde la concentracion mas pequefa (LC) a la que se puede trabajar en
medidas cuantitativas hasta {a concentracion en que la curva de calibracién se desvia de )a linealidad
limite (LOL).I""

IV-3.8 Calibracién: Conjunto de operaciones que eslablecen, en condiciones especificadas, la relacion
entre los valores de las magnitudes indicadas por un instrumento de medicién o un sistema de medicion,
o los valores representados por una medida materializada o un material de referencia, y los valores
correspondientes de la magnitud realizada por los patrones.'z‘s'zg’

NOTAS:

1.-E/ resullado de una calibracién permile atribuir a las indicaciones jos valores correspondientes del
mensurando, o delerminar las correcciones para aplicarlas a las indicaciones.

2.-Una calibracion también puede servir para determinar olras propiedades metrolégicas lales como los
efectos de magnitudes de influencia.

3.-El resultado de una calibracion puede ser consignado en un documen{o algunas veces flamado
certificado de calibracién o informe de calibracién.

4.-Debido a que la calibracidn de mnstrumenios de mediciones fisicas no incluyen operaciones de ajusle,
el laborslorio debe tener establecidos criterios de aceplacién y rechazo documentados para saber sifos
instrumenlos estdn denlro de las caracteristicas melrolégicas originales y que son adecuadas para
cumplir con los requisitos meltrolégicos del uso propuesto. En el caso de mediciones quimicas lo anterior
no aplica, ya que la mayoria de los instrumentos de medicion quimica requieren una oplimizacion de la
senaf de respuesta y esto se jogra efectuando diferentes ajustes, digase posicion def nebulizador, fitjos
de gas, alineacion de ldmparas, lemperalura de flama, seleccion de eluyentes, elc, siguiendo las
recomendaciones correspondientes a cada técnica de acuerdo al manual del insirumenlo.

CRITERIO: El término calibracion se utilizara en doys aplicaciones diferentes. En lo que respectu a la calibracion
en las mediciones fisicas. lu calibracion de los instrumentos de medicién debera ser realizudo por Laborutorios de
Calibracion Acreditados. En lo que respecia a la calibracion en las wmediciones andliticas. la realizaran los
Laboratorios de l-nsayo empleando Materiales de Referencia Certificados.

£n las mediciones quimicas se establece la irozabilided a cantidad de susioncia a iravés de o curva de calibracién,
en fa cudl se establece la relacion enire lu senal del instrumento de medicion y la concemracion del mensurando
por medio de los Materiales de los Referencia Certificados. Respecto a la calibracion del marerial voluménico.
fermomelros 1 olros insirumenios de medicion (manometros. higrometros. efc.). se debera exign su calibracion,
realizado por Laboratorios de Calibracion Acreditados, silo si su influencia en la incertidumbre de la medicion es
xignificativa. lo cudl debera demosirarse documenialmente. En estos casos. el laboraiorio debe tener evidencias de
la verificacion periodicu de 1a calibracion de sus instrumenios o materiales. de acerdo a su nso.

Los casos en los que no se requiere la calibracion de maierial voluméirico, lermometros u olros insirumentns, por
no ser ésta significaliva en la incertidumbre de ln medicion, ann asi. el laboratorio deberd mostrar evidencias de la

verificacion, segiin las especificaciones del fahricanite, anes de su uso y periddicamenie. de acwerdo a su uso,
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IV-4 PRECISION (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD)

IV-4.1 Precision Intermedia de Medicion, Precision Intralaboratorio: Medicién de fa precision bajo
condiciones de precision intermedia, las cuales incluyen el mismo procedimienlo de medicién, el mismo
lugar, y réplicas de las mediciones durante un amplio periodo de tiempo. Se permiten cambios dentro de
un tipo dado de cafibracién, de observador, y de insirumento, se deben especificar y documentar las
condiciones cambiadas y no cambiadas durante la reafizacién practica de la medicion ®'?1424%

IV-4.2 Repetibilidad {de resultados de mediciones): Precisién bajo condiciones de repetibilidad.
Proximidad de concordancia entre resultados de las mediciones sucesivas del mismo mensurando, con
las mediciones realizadas con la aplicacién de la totalidad de las siguientes condiciones llamadas
condiciones de repetibilidad; el mismo procedimiento de medicién, el mismo observador; el mismo
instrumento de medicién utilizado en las mismas condiciones; en el mismo lugar y con repeticiones
dentro de un coro periodo de tiempo 2289141229

IV-4.3 Limite de repetibilidad “r”: Valor al cual Ia diferencia absoluta entre dos resultados de ensayos

obtenidos, bajo condiciones de repetibilidad puede esperarse que sea menor o igual, con una

probabilidad del 95%. El limite de repetibitidad esta dado por la formula: r = t. -ﬁ o, donde L. es la t de
student a dos colas para v= = a un nivel de confianza dado (normalmente 95% donde el valor es 1 96) y
oy es la desviacion estandar determinada bajo condiciones de repetibilidad. Esto le permite al analista
decidir si es significativa la diferencia entre los andlisis duplicados de una muestra |X—x;| < T,
determinados bajo condiciones de repetibilidad. %4

IV-4.4 Reproducibilidad (de resultados de mediciones): Precision bajo condiciones de
reproducibilidad. Proximidad de la concordancia entre los resultados de las mediciones del mismo
mensurando, con las mediciones realizadas haciendo variar las condiciones 8e medicién. Para que una
expresién de la reproducibilidad sea valida, es necesario especificar las condiciones que se hacen variar.
Pudiendo ser: el principio de medicion: el método de medicién; el observador, el insirumento de
medicion; el palrén de calibracién, el lugar, las condiciones de uso; los periodos de tiempo 12352141924
IV4.5 Limite de Reproducibilidad “R”: Valor al cual la diferencia absoluta entre dos resultados de

ensayos obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad puede esperarse gue sea menor o igual, con

una probabilidad del 95%. El limite de reproducibilidad esta dado por l2 formula: R = t. 5 ardonde t. es
la t de student a dos colas para v= = a un nivel de confianza dado (normalmente 95% donde el valor es
1.96) y or es la desviacion estandar determinada bajo condiciones de reproducibilidad. Esto le permite al
analista decidir si es significativa la diferencia entre los analisis duplicados de una muestra {X;—x;| < R,
determinados bajo condiciones de reproducibilidad %4

IV-5 SENSIBILIDAD

IV-5.4 Sensibilidad: El cambio en la respuesta de un instrumento de medicion dividido por el
correspondiente cambio del estimulo (sefial de entrada).?*®

NOTA: El estimulo puede ser por ejemplo: la cantidad del mensurando presenle. La sensibilidad puede

depender del valor de eslimulo. Aunque esla definicién se aplica claramente al inslrumento de medicion,
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lambién puede aplicarse al méfodo analitico en conjunto, fomando en cuenta otros factores como el
efeclo de los pasos para una concentracion.
IV-5.2 Sensibilidad: Es la diferencia en la concentracién del analito correspondiente a la diferencia mas

pequefa en la respuesta del método que puede ser detectada.l’"!

IV-6 LIMITE DE DETECCION

IV-6.1 Limite de deteccion: La menor concentracidn del analito en una muestra que puede detectarse,
pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la prueba“”gl

IV-6.2 Limite de deteccién: Minima concentracion o la minima masa del analito que se puede detectar
para un nivel de confianza dado.!""

IV-6.3 Limite de deteccion: concentracién minima de! analito, en upa muestra, que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo tas condiciones de operacidn establecidas.!'¥
IV-6.4 Concentraclon neta detectable minima: La verdadera concentracion neta o cantidad de analito
en el material a ser analizado qué con probabilidad (1-B). llevara a la conclusién de que la concentracién
del analito en el material analizado es mas grande que la de la blanco en la matriz.®

IV-6.5 Limite de determinacién / Limite de decisién: La cantdad mas baja posible de analito,
realmente presente que se detectard y se identificara @

IV-7 LIMITE DE CUANTIFICACION
IV-7.1 Limite de cuantificacidn: Es la concentracion mas baja del analito que puede determinarse con
un nivel de incertidumbre aceptable.
NOTA: Debe establecerse empleando materiales de referencia o muestras apropiadas. Esle limite,
generalmenle es el punto mas bajo de la curva de calibracion (excluyendo el blanco). No debe ser
determinado extrapolando la curva de calibracion del blanco:

xL = xbl + ksbl
donde xbl es la media de las mediciones del blanco y sbi la desviacién estdndar de las mediciones de/
blfanco, y k es un factor numérico elegido de acuerdo al nivel de confianza deseado. siendo k =5, 6 6
10.!'")
IV-7.2 Limite de cuantificacion: Concentracidn minima del analito, que puede ser determinado con
precisidn y exactitud apreciables bajo las condiciones de operacién establecidas.!'!
IV-7.3 Limite de cuantificacién: Es [a menor cantidad que puede ser determinada cuantitativamente
con una incertidumbre asociada para un nivel de confianza dado. Para el andlisis cuantitativo debe
quedar absolutamente claro gue solo se emplean valores atribuibles al analito. El limite de cuantificacion
esta entre 3 y 10 veces el LD segun cada caso.'!

IV-8 RECUPERACION/RECOBRO

IV-8.1 Recuperacion (Recobro): Proporcién de la cantidad de analito, presente en la porcidn de la

muestra o adicionado a esta, que es cuantificada por el método de ensayo >
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CRITERIO: normalmente se utiliza para evaluar la recuperacion en porcentaje (% de recuperacion) del analito
presente o agregado a una muestra de control de calidad. evahia la cficiencia de extraccion. proceso de

preparacion o interferencias que pueden existir al aplicar ef método de ensayo.

IV-9 ROBUSTEZ
IV-9.1 Robustez: La robustez de un procedimiento analitico, es una medida de su capacidad de
permanecer inalterado por pequedas, pero deliberadas, variaciones en 10s parametros del método y

proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso normal 2

IV-10 EXACTITUD/VERACIDAD/SESGO

{V-10.1.1 Exactitud de medicion: Proximidad de ia concordancia entre el resultado 8e una medicion y
un valor verdadero del mensurando.”®

NOTAS:

1.-El conceplo de “exactitud” es cualitativo.

2.-El'término “precision” no debe utilizarse por “exactitud”.

IV-10.1.2 Exactitud de medicién, exactitud: concordancia entre el valor de la magnitud, obtenido en la
medicion y el valor verdadero del mensurando.?®

NOTAS:

1.-La exactitud no puede expresarse como un valor numerico.

2.-La exactitud se relaciona inversamente al error sistematico y al error alealorio.

3.-El término “exactitud de la medicién’ no debe usarse para la “veracidad de la medicion” y el término
“precision de la medicion” no debe usarse para * exactitud de la medicion”.

IV-10.2 Veracidad de medicién / Veracidad: Concordancia entre el promedio que sucederia de un
numero infinito de valores de magnitud obtenido bajo condiciones de medicion especificas y el valor
verdadero del mensurando. *%

NOTAS:

1.-La Veracidad no puede expresarse como un valor numérico.

2. La Veracidad se relaciona inversamente sélo al error sistemaético.

3.-El término “Veracidad de medicion” no debe usarse para “exaclitud de medicién’.

IV-10.3 Sesgo: La diferencia entre los resultados de prueba esperados y el valor de referencia
aceptado.”

NOTA: El sesgo es el error sistematico total en contraste con ¢l error aleatorio. Puede existir uno o mas
componentes del error sistemalico que contribuyen al sesgo. Una diferencia sistematica mayor con
respecto al valor de referencia acepiado se refleja por un valor de sesgo mas grande.

IV-10.4 Error de medicion / Error: Diferencia del valor de magnitud obtenido por medicion y el valor
verdadero del mensurandgo.
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NOTA: Es necesario distinguir “error de medicién” del “error relalivo de medicion”. Se pueden distinguir
dos lipos de errores los sistematicos y los aleatorios.™- "

IV-10.5 Errores sistematicos: Dan lugar 2 una desviacion o sesgo (bias) siempre en el mismo sentigo,
de los resuitados obtenidos respecto del valor verdadero. Afectan a la veracidad de los resultados y con
ello a la exactitud. Pueden ser constantes o proporcionales, en el primer caso el ersor es independiente
de la concentracion del analito mientras que en ¢l segundo caso existe una dependencia con respecto a
la concentracién del analito presente. Errores de este tipo serian la presencia de contaminacion, errores

en la curva de calibrado, o pérdida mecanica del analito. No hay unanimidad internacional at respecto.”™

IV-10.6 Errores aleatorios: No pueden predecirse y varian de signo y magnitud. Se evidencian cuando
al realizar una serie de analisis repetitivos de una misma muesira se obtienen resultados que oscilan
alrededor de un valor central. A medida que aumenta el numero de repeticiones, el efecto de los errores
aleatorios sobre medidas que estiman el valor central, tiende a disminuir, dado que se compensan unos
con otros. La presencia de errores aleatorios afecta la precision de los resuitagos.!'

IV-10.6.1 Error aleatorio de medicion Jerror aleatorio: Diferencia del valor de una magnitud obtenida
por medicién y el promedio o que se obtendrian de un numero infinito de réplicas de mediciones del
mismo mensurando realizados bajo condiciones de repetibilidad.?”

NOTAS;

1.-Los errores alealorios de una serie de replicas de mediciones que forman una distribucién que puede
describirse por una varianza, y ltiene una expectaciéon de cero.

2.-Error alealorio es igual a la diferencia del error de medicion y el error sistemético de medicion.

IV-10.7 Método de referencia: Es un método ampliamente invesligado, que describe clara y
exactamente las condiciones y procedimientos necesarios, para la medicién de uno o mas valores de la
propiedad, que han demostrado tener exactitud y precisiéon de acuerdo con su propdsito de uso y que
puede, por lo tanto, ser usado para evaluar la exactitud de otros meétodos por la misma medicién,
permitiendo en particular la caracterizacién de un Material de Referencia ?™

IV-10.8 Material de referencia certificado: Matenal de referencia acompaiado de un certificado, en el
cual uno o mas valores de sus propiedades estdn certificados por un procedimiento que establece
trazabilidad a una realizacién exacta de la unidad en la cudl se expresan los valores de la propiedad y en
la que cada valor certificagdo se acompaiia de una incertidumbre con un nivel declarado de confianza 2 ¥

CRITERIO 1: Fxisten 2 tipos de MRC', los que se wiilizar para elaborar curvas de calibracion y dar 1rwzabilidad a
los mediciones, los cuales son regularmente en mairices simples y de alta conceniracion y los MRC para control de
calidad los cuales son mairices reales (suelo, agua de mar. sangre humana, higado de pato, etc.) a la cual se les ha
agregado o contienen nna(s) sustancia(s) quimicas en concentraciones en las que se encuentran en las nesiras
reales y que regularmente se wilizan para control de calidad o pruebas de aptitd. los valores. incertidumbres.
homogeneidad y estabilidad de ambos deben ser determinadas por nn laboratorio primario o nacional o un

organisnio compelente aprobado por ellos. Para llevar a cabo los programas de control de calidad el usv principal
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de los MRC de Conirol de Calidad es para asegurar la confiabilidad de sus mediciones con cierta periodicidod. y
rutinariamente se pueden utilizar MR para llevar su control estadistico. Para demostrar trazabilidad en una
medicién quimica el laboratorio requiere milizar MRC para la elaboracion de curvas de calibracion (o en la
ejecucion de cualguier otro método de calibracion quimica).

CRITERIO 2: LT cerlificade de un MRC debe especificar claramente el valor ceriificado, la incertidumbre
correspondienie con un nivel de confiunza declarado. IXl método wiilizado pura la determinacién del valor

certificado, analito al que corresponde el valor certificado. maniz. recomendaciones de vso, limilaciones, fecha de

caducidad, entre otros.
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ANEXO V
REGRESION LINEAL

V-1 METODO DE MINIMOS CUADRADOS "%
La mayoria de los métodos analiticos se basan en una curva de calibracion en la que una cantidad

medida "y" se representa en funcién de la concentracién conocida “x” de una serie de patrones. Con lo
cua!l se hace una curva de calibracion tipica. Lo mas habitual (y deseable) es que la grafica se aproxime
a una linea fecta. Sin embargo no todos los datos quedan exactamente sobre dicha linea debido a los
errores aleatorios del proceso de medida. Por lo tanto, se debe intentar ajustar I3 “mejor” linea recta que
pase a través de los puntos. La forma mas habitual de encontrar dicha linea es utilizar el método de
minimos cuadrados. Al aplicar éste se supone que la linea recta es un buen modelo para relacionar el
area de los picos (y) y la concentracion del analito (x) que viene dada por la ecuacion.
y=mx+b

En la que “m” es Ja pendiente de la linea recta y "b" la ordenada en el origen. La pendiente y la ordenada
se conocen como parametros del modelo, que, en este caso corresponde a una linea recta. También se
supone que cualquier desviacién de los puntos individuales respecto a la linea recta, proviene del error
en los valores de “x", esto es. que las concentraciones de las disoluciones estandar se conocen
exactamente. La desviacion vertical de cada punto respecto a fa linea recta se denomina residuat. La
linea obtenida por el método de minimos cuadrados es aquella que minimiza fa suma de los cuadrados
de los residuales de todos los puntos. Por conveniencia se definen tres cantidades S, Syy ¥y Sy ¥ tal
como sigue:

Su=3 (- X)2 = T 5 ) - (Ty)in (ect)
Sy=T - y) = L), - (Ewin (ec2)

Sy=3 (4= X)yi= ¥) = Txy (I xTyi/n  (ecd)
En estas ecuaciones x; e y; son las coordenadas de los puntos colrespondientes a {os datos individuales,

n es el nimero de pares de datos utilizados al preparar la curva de calibraciény x y y son los valores
promedio de las variables, o

.; =Z X;/n y ;) = Zan
Obsérvese que S,., S,, son las sumas de los cuadrados de las desviaciones respecto de la media de

los valores individugles de x e y. Cuando se usa una calculadora de bolsillo, es mas conveniente utilizar
los miembros que aparecen en el extremo derecho de las ecuaciones 1, 2y 3.
A partir de S, . Syy ¥ S,y pueden calcularse seis parametros muy Utiles.
1.- La pendiente de la recta, m:
m = S,/S;x (ec4)
2.- La ordenada en el origen, b:
b= y-mx (ech)

3.- La desviacion estandar de la regresién, o el error estandar del calculo de los residuales s, (y.-mx-b):
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Ny = 7

'S w-m’S . | / Sx
Se= N Ty S \Tmmm ¢ (ech)

4.- La desviacion estandar de la pendiente sq

SmaSel [, (ec?)
5.- La desviacion estandar de la ordenada en el origen sy

Sb:Se

[ Ix i 1

| AT, =S |—— =
WX x) - x) 1 2 x,

6.- La desviacién estandar de los resultados analiticos s, obtenidos a partir de fos parametros de los
datos ajustados por minimos cuadrados:

(ec8)

s oy

S8¢= =N 'n.{"“’*‘ —
mi\m n mS,

(ec9)

La ecuacién 9 permite calcular la desviacion estandar de la media }c, de un conjunto de m analisis

replicados cuando se usa una curva de calibracién de n puntos; recuérdese que yes el valor de la

media de y para los n datos de la calibracion.

V-2 INTERVALO DE CONFIANZA SOBRE LAS ESTIMACIONES DE UNA RECTA.
Intervalo de confianza sobre la ordenada at origen y pendiente. Se puede demostrar estadisticamente

que eslas variables siguen una distribucién t, por lo que los intervalos de confienza estaran dados por:

_ S
Intervalo de confianza sobre la ordenada B=bxi, s, |-+
2

n S

Intervalo de confianza sobre Iz pendiente H=mt s

donde 1, es el valor de la funcién t de student, con un riesgo a y n-2 grados de libertad, n es el numero
de parejas experimentalesy S, X* y S, se calculan segun las ecuaciones anteriores.
V-3 INTERVALO DE CONFIANZA SOBRE LOS VALORES DE CALIBRACION.

Se conoce comunmente como cinturén de confianza (fig. 3) y se usa cuando se desea saber si un punto

de calibracion (X, Ysr) €5ta fuera de la recta y se puede rechazar como valor aberrante. Se calcuta con
la ecuacion:

Yorr = (m-x‘/ u I)) t1,08,

Si un punto de la curva de calibracién queda fuera del cinturén de confianza, puede rechazarse con un
resgo a.
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14

Fig. 3 Cinturén de confianza de los punios de calibracidén para una regresion lineal

V-4 LIMITES DE PREDICCION DE UNA REGRESION LINEAL.

Cuando se usa posferiormente la curva de calibracion para medir muestras problema (sélo se conoce

Xma ¥ S€ estima yn. con ta recta), et intervalo de prediccion es mayor al cinturon de confianza de los

valores de calibracién, se le llama cinturén de prediccién (cinturdn mas alejado de la recta en la Fig.4) y
esta dado por la ecuacion:

16 -

14 |

12 4

10

N—
o

I (Xmlm —:f
ylmm = ("1' anu +b)if% ‘,3"_' ] g 7

n S,

Flg. 4. Cinturones de confianza y predlcclén para la regresidn lineal
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Este intervalo de prediccion se utiliza mucho, ya gue es el que PERMITE ESTIMAR LA
INCERTIDUMBRE de las mediciones de problemas que se realizan. Esta incertidumbre depende no del
nimero de réplicas que se reaticen sobre una medicion, sino del numero de estandares gue se utilizen
para obtener la recta de calibracion. El efecto del numero de parejas {x,y) sobre el intervalo de prediccién
se muestra en la figura 5:

Variacién 86 13 incertdumdre como % de 1a menof Incerddumbre posible
3.00E+02
2.BOE+02
260E+02 -
24002
2200

2 O0E« (2

nge ridumbee %

1 80E+02

160E+02

1 ADE 02 |-

$ 20E Q2

VOOE 02 b

numero de rephcas

| Ale=0.05 - - -~ alfa=0 10|

Esta figura muestra que para riesgos tipicos, el nimero de puntes de calibracién que se deben utilizar
para oblener una recta aceptable es siete, pero que resulta preferible utilizar de diez a quince.
Nuevamente, el uso de demasiados puntos (mas de veinte) sdlo mejora marginalmente la calidad de los
resultados.

Otra consecuencia importante de esta ecuacion. es que al tener un estimador de la incertidumbre de las
mediciones, ya no se necesitan muchas réplicas de cada muestra problema. Si se tienen buenas rectas
de calibracién (cinturones de prediccion estrechos), basta con usar duplicados, pero sélo para comprobar
que no existe giferencia significativa entre ellos. Silas muestras no son suficientemente homogéneas, los
duplicados saldrian significativamente diferentes y entonces de nuevo se necesitaria un buen numero de
réplicas de cada muestra para tener buenos estimadores, algo que no conviene y se debe evitar
teniendo métodos de aita precision y muestras homogéneas y representativas.

Finalmente, la forma de! cinturén, que proporciona menos error en la zona central, indica que se debe
ser muy cuidadoso al escoger el intervalo de (as soluciones de calibracion. Estas deben ser tales que se
tengan estandares con concentraciones inferiores a las de las muesiras problema y otros con
concentraciones superiores. Ademas es preferible, para asegurar el comportamiento lineal de la técnica,

que los estandares estén igualmente espaciados en todo el intervalo de calibracion.

V-5 PRUEBAS DE HIPOTESIS SOBRE LAS ESTIMACIONES DE UNA RECTA.
Nuevamente se pueden hacer pruebas de hipotesis, ahora sobre la ordenada, I2 pendiente, un valor de

calibracién o una muestra problema. Un ejemplo tipico es {a prueba de exactitud de un método cuando
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se esta validandolo. En este caso, lo que se hace es aplicar el método sobre muestras reales de
concentraciéon conocida, o scbre muestras sintéticas que simulan (as reales. La curva de calibracién que
se analiza es una de concentracion real contra concentracidn medida; en teoria, si el método es exacto,
la ecuaciédn deberia ser: Conc. Medida = Conc. Real. Es decir, una recta de pendiente uno y ordenada

cero. Si estadisticamente no son iguales a estos valores, indicaria erores sisterndticos de nuesiro
metodo analitico. que se clasifican segun la tabla:

Resultados de las pruebas de hipotesis B ]
sobre la recta: Tipo de error que presenta el método
(Conc. Medida) = m*{Conc. Real) + b
m > 1 Emor sistematico proporcional por exceso.
m<1 Error sistematico proporcional por defecto.
b>0 Error sistematico constante por exceso.
b<0 Error sistematico constanie por defecto.

Como quiera que sea, si bien este tipo de errores no son deseables, e indican problemas del método que
se debe corregir, La ecuacion oblenida para esta recta puede emplearse como un factor de correccion
para esfimar las concentraciones reales usando las concentraciones medidas por nuestro método,

siempre que el error sistematico siga siendo el mismo para otras muestras, algo muy cuestionable.

V-6 ESTADISTICOS DE PRUEBA PARA REGRESION LINEAL.

Se uliliza la t de student, comparando la (., calculada contra Ia  de tablas. La t de student calculada
depende de cual sea la variable sobre la que se esté planteando una hipotesis:

Hipotesis sobre: ] Estadistico de prueba t: ]
__(0-5)
Ordenada v
S
(m —;1)
Pendiente [ =—"S

cxp . N
b

-

Yo = ('" Xopt b)
Punto de calibracion Xgw,. Yeq (valor aberrante. O T

estandar fuera del intervalo lineal, elc.)

—(m-x

e

12

=V onten

+b)
Muestra problema (uso de la curva de leo =
| J, (
s 1+ -+
n

X
]

calibracion para medir muestiras reales)

i -

La hipétesis nula He es, como siempre, de igualdad (b = 0, M = 1, Cpedias = Crea €lC.). | criterio de

decision depende de la hipbtesis aliema, pero la tabla es la misma que para las pruebas sobre una
media;

Hipotesis alterna Rechazamos la hipdtesis nula si:
Variable menor a la referencia lap <1
Variable mayor 2 la referencia lp>1,
Variable diferente 2 la referencia lop <7l O leg > Ly

-6l -
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