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Resumen

Todos aquellos laboratorios que pretenden acreditarse de acuerdo a la norma ISO/IEC
17025, estan obligado cumplir unos requisitos técnicos que incluyen la estimacién de
la incertidumbre de medida y la validacion de los métodos de andlisis, es decir, deben
confirmar mediante examen y la aportaciéon de evidencias objetivas que se han
cumplido los requisitos particulares para la utilizacion especifica prevista. Para llevar a
cabo esta tarea el laboratorio debe realizar una serie de ensayos que confirmen las
caracteristicas técnicas del método tales como veracidad, precisién (repetibilidad y
reproducibilidad), linealidad, incertidumbre...

En este trabajo se han desarrollado metodologias basadas en el empleo de muestras
de control junto con disefios de experimentos anidados para obtener la informacién
necesaria para evaluar las caracteristicas técnicas del método. Esta combinacién nos
ha permitido obtener la mdxima informacién requerida para la validacion, realizando
un minimo numero de medidas. Estas metodologias se han aplicado a la determinacién
de pardmetros fisico-quimicos en aguas residuales: (i) determinacién de aniones
disueltos por cromatografia idnica, (i) determinacion de fenoles totales por
espectrofotometria UV-vis y (iii) determinacion de aceites y grasas mediante
extraccidn en fase sdélida y gravimetria.

Previamente a la validacion se comprobd, mediante su calibracion y/o verificacion, que
los equipos de medida estaban en perfecto uso, y que cumplian los requisitos
especificos para el desarrollo de los métodos de analisis en los que estaban implicados.

Paralelamente, se realizaron ensayos previos necesarios para establecer determinadas
condiciones experimentales tales como linealidad, requerimientos instrumentales, o
tiempos maximos de conservacidon de muestras y patrones...

Los resultados del disefio de experimentos anidado nos permitieron evaluar para cada
método de ensayo los pardmetros de validacion. El andlisis de varianza, ANOVA, de
dichos resultados nos ha permitido evaluar la repetibilidad de las medidas y las
precisiones intermedias relacionadas con factores que previsiblemente pueden afectar
a los resultados, tales como la realizacidn de los andlisis en distintos dias o el cambio
de analista. La incertidumbre de medida se estimé a partir de la informacién obtenida
durante el proceso de validacidn. Este modelo generd, funciones matematicas del tipo
I=k3 % que permitirdn posteriormente estimar la incertidumbre asociada a la
concentracién, x, medida en una muestra en el laboratorio.

Finalmente, para comprobar la idoneidad del modelo de estimacion de la
incertidumbre se comparé con otros modelos alternativos: (i) el modelo tradicional
“bottom-up”, que identifica, cuantifica y combina las fuentes de incertidumbre de cada
etapa del proceso analitico, y (ii) el modelo “top-down”, que estima la incertidumbre
de medida a partir de los resultados de ensayos de intercomparacion de laboratorios, y
gue en este trabajo se extrapolé a los resultados de los ensayos intralaboratorio.



Abstract

Chemical testing laboratories with a quality system accredited to ISO/IEC 17025 need
to have established quality systems covering the management and technical issues
specified in the standard. Technical issues include estimation of uncertainty of the test
results and validation of test methods which implies the confirmation by examination
and provision of objective evidence that the particular requirements for a specific
intended use are fulfilled. Validation studies for quantitative analytical methods
include the following parameters or technical characteristics: accuracy, scope,
specificity, sensitivity, precision (repeatability and reproducibility), bias, linearity,
detection limit, robustness, selectivity and uncertainty of the test results.

This work describes the design and application of methodologies based in the use of
nested experimental designs and control samples to obtain the information necessary
to validate analytical methods after evaluation of their technical characteristics while
performing a minimum amount of measurements. Different analytical methods for the
examination of wastewater and continental water have been selected for validation: (i)
determination of dissolved anions by ion chromatography, (ii) determination of total
phenols by UV-vis spectrometry and (iii) determination of total grease and oil by solid
phase extraction and gravimetry.

Prior to method validation, calibration and/or verification of the analytical instruments
was carried out to assess they were operative and in compliance with specific
requirements for their application in the analytical methods of interest.
Simultaneously, a series of experiments were performed to establish some
experimental conditions such as linearity, instrumental requirements, or maximum
period of conservation of samples and standard.

Results from the nested experimental designs have allowed the estimation of the
validation parameters of the three methods. From the Analysis of Variance, ANOVA, of
these results different contributions to total variance that likely affect the result of
measurement such as change of analyst and time elapsed from sample collection to
measurement, have been evaluated and quantified as repeatability and intermediate
precisions.

Measurement uncertainty was estimated from the data collected during the validation
experiments as a potential function, I=k3 %, of analyte concentration, x. From this
function, it is possible to estimate the uncertainty associated to the measured
concentration for a given sample.

Finally, the model proposed in this work for estimation of measurement uncertainty
was compared with other available methods: (i) the classical bottom-up model which
identifies, quantifies and combines the sources of uncertainty acting on each step of
the analytical process, and (ii) the top-down method, which uses the results from
interlaboratory trials (proficiency testing, method performance studies...) to estimate
measurement uncertainty, model that was extrapolated to results from
intralaboratory trials in this study.
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1. OBJETIVOS







Capitulo 1: Objetivos

Antes de poner en practica un método de ensayo, los laboratorios de analisis deben
validarlo para demostrar que cumple los requisitos particulares para su uso especifico
previsto. Para llevar a cabo esta tarea el laboratorio debe realizar una serie de ensayos
qgue confirmen las caracteristicas técnicas del método tales como veracidad, precision,
incertidumbre... Este requisito es obligatorio para todos los laboratorios que
pretenden acreditarse de acuerdo a la norma ISO 17025, pero cualquier laboratorio
qgue aplique las Buenas Practicas de Laboratorio también estd obligado a validar sus
métodos de ensayo.

El objetivo general de este trabajo es desarrollar metodologias facilmente aplicables
para la validacién y estimacion de la incertidumbre de los métodos analiticos que se
utilizan de forma rutinaria en los laboratorios de ensayo, en especial aquellos en cuyo
alcance estén incluidas las aguas residuales y continentales.

Para ilustrar convenientemente el proceso de validacién y estimacién de la
incertidumbre se han elegido tres métodos analiticos para la determinacion de
pardametros fisico-quimicos en aguas residuales. La seleccidn de los métodos se ha
basado en criterios tales como: abarcar distintas técnicas analiticas de uso comun en
los laboratorios de ensayo y considerar analitos de naturaleza tanto inorgdnica como
orgdnica comUnmente presentes en aguas residuales y continentales. Los métodos
finalmente seleccionados para este estudio han sido: (i) determinacién de aniones
disueltos por cromatografia idnica, (ii) determinacion de fenoles totales por
espectrofotometria UV-vis y (iii) determinacion de aceites y grasas mediante
extraccion en fase sdlida y gravimetria.

La metodologia empleada para la validacién esta basada en el empleo de disefios de
experimentos para la obtenciéon de datos que permitan evaluar las caracteristicas
técnicas del método y estimar la incertidumbre de medida de forma que, con un
minimo numero de medidas, obtengamos la maxima informacion requerida para la
validacion, reduciendo asi tiempo y costes.

Se ha desarrollado el siguiente plan de trabajo:

A Revision bibliografica de la evaluacién e interpretacién de las caracteristicas
técnicas necesarias para que los métodos de analisis sean validos.

A Elaboracidon de un Protocolo de Validacion general, documento que recoge los
valores objetivo de los parametros de validacién, junto con toda la informaciéon y
las estrategias a seguir para la validacidon de cada método de ensayo, asi como los
recursos materiales y humanos necesarios para la realizacién de las medidas
analiticas requeridas para este fin.

A Establecimiento de la metodologia necesaria para la validacion previa de los
equipos de medida implicados en los métodos a validar, incluyendo el desarrollo
de procedimientos de calibracién y verificacién.




Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

A Realizaciéon de los ensayos previos necesarios para el establecimiento de las
condiciones experimentales para el desarrollo del método de analisis, tales como,
linealidad, conservacién de muestras, reactivos y patrones, requerimientos
instrumentales...

A Preparacién de muestras de control a medir durante los experimentos de
validacion.

A Planificacion y ejecucion de los disefios de experimentos mas adecuados para la
obtencion de los datos necesarios para estimar los pardmetros de validacion.

A Estimacion de la incertidumbre de medida de cada método mediante el modelo
basado en la informaciéon obtenida durante el proceso de validacidn.

A Comparacién de los resultados obtenidos durante la validacion de los métodos de
ensayo con los valores objetivo propuestos inicialmente en el Protocolo de
Validacion.

A Comparacion de la incertidumbre de medida estimada mediante el procedimiento
propuesto en este trabajo con la incertidumbre calculada mediante otros modelos
alternativos ampliamente usados: (i) el modelo tradicional “bottom-up” o método
de propagacion de errores, que identifica y cuantifica y combina las fuentes de
incertidumbre de cada etapa del proceso analitico, y (ii) el modelo “top-down”,
gue estima la incertidumbre de medida a partir de los resultados de ensayos de
intercomparacion de laboratorios, y que en este trabajo extrapolaremos a los
resultados de los ensayos intralaboratorio.

Como ya se ha mencionado, el objetivo de validacion en Quimica Analitica es
comprobar la viabilidad de los métodos de andlisis. Esto implica la validacién no solo
de equipos (instrumentos y aparatos), software y resultados, sino que puede incluir
también la validaciéon del procedimiento de muestreo, manipulacion y transporte de la
muestra, por el cual se garantiza la representatividad de los resultados. No obstante,
en este trabajo se ha excluido la validacién de las etapas de muestreo, manipulacion y
transporte de la muestra por considerar que con frecuencia el laboratorio de ensayo
no es responsable de estas tareas, como es el caso de los laboratorios comerciales.

La Fig. 1.1 muestra esquematicamente las etapas a seguir en el proceso de validacion
de los métodos de andlisis. De acuerdo con este esquema, esta Tesis Doctoral se ha
dividido en los siguientes capitulos:

En este el primer capitulo se describe el marco en el que se ha realizado el trabajo
presentado y se justifica la necesidad de la validacién de los métodos de ensayo y la
estructura de la Tesis.

En el segundo capitulo se presenta una extensa bibliografia sobre los pardametros de
validacidn o caracteristicas de calidad que se exigen a los métodos de ensayo, asi como
las metodologias y herramientas estadisticas para evaluar cada una de ellas. Se ha
hecho especial hincapié en la estimacion de la incertidumbre de medida. Para este
parametro se hace una revision de los principales modelos propuestos hasta la fecha
para su estimacion.
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Fig. 1.1: Esquema del proceso de validacidn de un método de anélisis

El tercer capitulo estd dedicado a la aplicaciéon del proceso de validacidén a los tres
métodos de ensayo seleccionados. Para cada método de ensayo se ha descrito
brevemente el Procedimiento Normalizado de Trabajo (PNT) que incluye la descripcion
y pasos a seguir para el desarrollo del método, asi como los materiales y equipamiento
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empleados. Se ha incluido en este capitulo un apartado en el que se describe la
preparaciéon de una matriz sintética con la que se han preparado las muestras de
control empleadas para realizar los ensayos de validacion. También se ha elaborado un
Protocolo de Validacion general en el que se ha incluido: los objetivos requeridos para
cada método de andlisis, los ensayos previos necesarios para completar cada PNT, los
disefios experimentales que se han empleado en la validacién y los calculos a realizar
para estimar los parametros de validacién. En este Protocolo de Validacion general se
ha incluido la descripcidon de la metodologia a seguir para asegurar la calidad de los
resultados en el tiempo. Por ultimo, se ha dedicado un apartado a la validaciéon de
cada uno de los equipos de medida empleados en el desarrollo de los métodos de
analisis, desde los procedimientos a seguir para su calibracidon, verificacién y
mantenimiento, hasta los criterios para la aceptacién o rechazo de resultados.

En el cuarto capitulo se han recogido los resultados experimentales obtenidos durante
la validacion de los tres métodos de ensayo seleccionados. En primer lugar, se
presentan los resultados de la validacion de los equipos de medida y se comprueba
gue son aptos para el uso que se les va a dar. A continuacién, se muestran los
resultados obtenidos durante la validacion de cada método de ensayo, tanto los
resultados de los ensayos previos a la validacion como los obtenidos durante la
realizacién de los disefios de experimentos programados, realizando la evaluacién de
cada uno de los pardmetros técnicos de validacion de acuerdo a la metodologia
descrita en el capitulo segundo, con especial énfasis en la estimacion de Ia
incertidumbre de medida.

El quinto capitulo se ha dedicado a la comparacidn de los resultados del modelo de
estimacion de la incertidumbre de medida propuesto en este trabajo y desarrollado en
el capitulo cuatro, con los resultados obtenidos empleando otros modelos de
estimacién de la incertidumbre descritos en la bibliografia: modelo “bottom-up” y
modelo “top-down”. Se han analizado las ventajas e inconvenientes de cada uno de los
modelos.

En el ultimo capitulo se presentan las conclusiones generales extraidas de esta Tesis
Doctoral.
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Capitulo 2: Introduccion tedrica

2.1. INTRODUCCION

Los laboratorios de andlisis desarrollan métodos de ensayo para los analisis
demandados, pero antes de poder ponerlos en practica debe someterlos a un proceso
de validacién. De acuerdo a la norma UNE EN ISO 17025 (UNE EN ISO/IEC 17025, 2010)
validacion es la confirmacion mediante examen y la aportacion de evidencias objetivas
de que se han cumplido los requisitos particulares para la utilizacion especifica
prevista. Si esta definicion la llevamos al campo de los laboratorios de andlisis
quimicos, validar un método de ensayo consiste en demostrar, mediante una serie de
experimentos, que el método es idéneo para el uso que se pretende hacer del mismo,
manteniendo su eficacia a lo largo del tiempo y cumpliendo unos requisitos de calidad
previamente establecidos. Estos requisitos de calidad son los que definen los criterios
de calidad o caracteristicas técnicas del método de anilisis.

Como se mostrd en la Fig. 1.1 podemos decir que la validacion de un método de
ensayo se divide en las siguientes etapas:

A Prevalidacion

El primer paso es seleccionar el método de analisis de acuerdo con los requisitos
impuestos, necesidades e infraestructura disponible. EIl método seleccionado puede
estar descrito previamente en una norma o documento oficial, ser una modificacién, o
bien ser un nuevo método desarrollado por el laboratorio. En todo caso el método de
ensayo debe estar descrito en un Procedimiento Normalizado de Trabajo interno (PNT)
y aprobado por el laboratorio que lo va a poner en practica (UNE EN ISO/IEC 17025,
2005).

También se incluye en esta etapa la validacién de los instrumentos de medida y ensayo
implicados en el método de andlisis. Esto supone el desarrollo de métodos de
calibracién y verificacion de los equipos y aparatos empleados para el desarrollo del
método de ensayo.

A Validacién

La validacién implica el establecimiento de las caracteristicas técnicas que debe poseer
el método seleccionado y sus objetivos o margenes permitidos. Estas caracteristicas
pueden diferir segun el alcance del método de ensayo a validar. En ocasiones, estos
valores se obtienen de la recopilacién de informacién bibliografica.

Se precisa elaborar un “Protocolo de validacién” que recoja el alcance de la validacion,
las caracteristicas a determinar y sus valores objetivo, que describa la preparacién de
muestras, los equipos y materiales necesarios, las precauciones y limitaciones del
método, el personal necesario, el disefio experimental del proceso de validacién, la
toma de datos, los calculos y la expresién de resultados, y toda la informacion
necesaria para la realizacién completa de la validacidn.




Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Seguidamente, se determinardn las caracteristicas técnicas del método de analisis por
medio de la realizacién de experimentos disefiados explicitamente para validar el
método de andlisis seleccionado. Dentro de las caracteristicas técnicas del método
destaca la estimacién de la incertidumbre de medida.

A Resultados y conclusiones

A continuacidn, se comparan los valores estimados experimentalmente de las
caracteristicas técnicas con los valores objetivo impuestos al método para demostrar
gue el método seleccionado es capaz de cumplir los requisitos de partida; para ello se
emplean técnicas y métodos estadisticos.

Finalmente, se realiza una declaracién de que el método de anilisis es vélido en las
condiciones y circunstancias en las que el método ha sido validado y, por tanto, es
aplicable (Camara et al., 2002; Diaz-Guerra et al., 2000).

2.2. SELECCION DE METODOS DE ENSAYO

Cuando se plantea un problema analitico lo primero es seleccionar el método de
analisis que nos proporcione la informaciéon requerida. El andlisis de las aguas
residuales es un drea muy demandada hoy en dia de modo que la bibliografia existente
es muy extensa y completa. Por este motivo, los métodos de andlisis seleccionados
estaran basados en los publicados en normas internacionales, nacionales o regionales,
asi como métodos publicados por organizaciones técnicas reputadas, publicaciones
cientificas relevantes, o especificaciones de fabricantes de equipos involucrados en el
analisis, asegurando siempre la utilizacion de la uUltima edicién véalida de cada norma
(UNE EN ISO/IEC 17025, 2010). En este trabajo, los métodos de ensayo seleccionados
se basan en la siguiente normativa:

A Normativa de la Asociacion Espafiola de Normalizacion, AENOR. Recoge todas las
normas espafolas, UNE, equivalentes a las normas europeas ISO, International
Organization for Standardization.

A Métodos normalizados para el andlisis de aguas residuales y potables editado
por la American Public Health Association-American Water Works Association-
Water Pollution Control Facility, APHA-AWWA-WPCF (APHA, 1998).

A Métodos oficiales de analisis publicados por el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, MAPA (MAPA, 1993).

A Métodos propuestos por la Agencia de Proteccion Medioambiental
Norteamericana, EPA.

A Procedimientos y aplicaciones desarrollados por los fabricantes de los equipos de
medida, la mayoria de ellos disefiados de acuerdo a estas normas internacionales.

Una vez seleccionado el método analitico, y previo al proceso de validacion, se debe
disponer de un documento o procedimiento normalizado de trabajo, PNT (UNE EN
ISO/IEC 17025, 2010) que describa con todo detalle la metodologia de analisis a seguir.
El objetivo de estos PNT's es establecer los limites de aplicacidn y modo de realizacién

10



Capitulo 2: Introduccion tedrica

del ensayo de manera detallada y sin ambigliedad, con objeto de realizar las
mediciones de forma correcta, reproducible y trazable.

2.3. PARAMETROS DE VALIDACION

La validacién de un método de analisis implica demostrar que es adecuado para la
aplicacion que se pretende y que proporciona resultados de calidad. La calidad de los
resultados obtenidos en un ensayo se demuestra realizando estudios de laboratorio
gue se concretan en unos parametros o caracteristicas de validacion (Eurachem/Citac,
1998; Taverniers et al., 2004). Dichos parametros se clasifican en parametros de
gestion, que son aquellos inherentes a la organizacién del laboratorio, y pardmetros
técnicos, que son caracteristicos del método analitico (Feinberg et al., 2004, Hubert,
2007). La Tabla 2.1 muestra la clasificacién de los parametros de validacion.

Tabla 2.1: Parametros o caracteristicas a considerar por los métodos de ensayo

Inversidn inicial
Costes de puesta a punto del método
5 Pardmetros econdémicos (Diaz-Guerra et Costes en funcién del n® de muestras/dia
g al., 2000; Feinberg et al., 2004) Costes de formacién
zf Sueldo del personal cualificado
el
@ Costes generales de laboratorio...
g Rapidez,
g Pardmetros operativos o productivos Grado de automatizacion
o (Diaz-Guerra et al., 2000; Feinberg et al., | Factores humanos: cualificacién del personal,
2004) seguridad e higiene...
Necesidades energéticas y de espacio...
Parametros técnicos de prevalidaciéon Robustez
(Mufioz Benito 2001, Ramis Ramos et R vidad
al,, 2001) epresentativida
@ Selectividad/Especificidad
= Intervalo de trabajo o rango de ensayo,
\é Pardmetros técnicos de validacién (Diaz- intervalo lineal y linealidad
§ Guerra et al., ZOOQ; Eurachem/Citac, Sensibilidad
T 1998; Eurczchem/{.'/tac, 2012; Hubert, Limite de deteccion y cuantificacién
g 2007; Mufioz Benito 2001; Massart et . tud: idad L
5 al., 1997; Prichard et al., 2007; Ramis xactitua: Y;lr_zc'da (Ses§°) ,‘LFI’,LEC:W”
Ramos et al., 2001; Rius et al., 2000; (repetitibilida g reproducibilidad)
Thompson et al., 2002) Incertidumbre
Recuperacién
Intervalo de medida/Limite superior

Los pardmetros de gestion se subdividen
parametros productivos. En la mayoria de los casos solo son considerados en notas
marginales cuando, en realidad, son imprescindibles desde el punto de vista practico.

a su vez en parametros econdmicos

y
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Muchos autores subdividen a su vez los pardmetros técnicos en parametros de
prevalidaciéon y pardmetros de validacién. Los parametros técnicos de prevalidacién
normalmente se evallan durante la fase de desarrollo del método junto con un
estudio de la estabilidad de muestras y patrones que debe hacerse constar en el PNT.
La etapa de muestreo es un pardmetro que no se suele estudiar en la fase de
desarrollo del método pero tiene una notable influencia en el resultado final.

Los parametros técnicos de validacidn son, no obstante, los mds importantes. Es
primordial establecer un orden a la hora de desarrollar el proceso de validacién por
dos razones fundamentales: (i) poder interrumpir el proceso si no se cumplen los
requisitos minimos y claves que debe cumplir el método a validar y asi ahorrar
recursos y tiempo, vy (ii) considerar la interdependencia de los pardmetros, por lo que
los de mayor relevancia e influencia deberdn abordarse primero.

En la Tabla 2.1 se muestran los pardmetros técnicos de validacion en el orden en el que
deberian ser evaluados. La selectividad/especificidad se abordaria primero dado que
debe conocerse en qué grado la respuesta del método es Unicamente proporcionada
por el analito, sin interferencias (Eurachem/Citac, 1998). En segundo lugar, se
abordaria el estudio de la sensibilidad y los limites de deteccidn y cuantificacidén junto
con el intervalo de trabajo y linealidad. Después se estimarian la veracidad, expresada
como sesgo, y la precisidn, expresada como repetibilidad y reproducibilidad.

La estimacion de la incertidumbre de los resultados del método es ahora, de acuerdo
con la norma UNE EN ISO/IEC 17025, imprescindible para tener un método analitico
validado. Existen diversos modelos de estimacién de la incertidumbre, algunos de los
cuales exigen el conocimiento previo de los valores de la veracidad y de la precision del
método.

El intervalo de medida y el limite superior de concentracién que se puede alcanzar con
el método se confirman una vez evaluados la veracidad, precisién e incertidumbre.

Desde el punto de vista practico es recomendable realizar unos ensayos preliminares
para tener una estimacion aproximada de la validez. Hay tres caracteristicas que son
cuellos de botella para decidir sobre la validez del método. En primer lugar, se debe
confirmar la selectividad o especificidad. En segundo lugar se debe garantizar que el
método es suficientemente sensible para el nivel de concentracion de analito a
cuantificar. En tercer lugar, se debe asegurar la recuperacién de analito en
procedimientos que incluyen procesos de extraccion.

El laboratorio tiene que decidir cuales de los pardmetros de validacién necesitan ser
caracterizados con el fin de validar un determinado método. La validacion del método
es un proceso costoso pero puede simplificarse por consideraciones de tiempo y coste.
Una serie de experimentos cuidadosamente planificados pueden proporcionar la
informacidn necesaria sobre varios parametros técnicos, minimizandose asi el esfuerzo
requerido para validar el método. El laboratorio deberd hacer balance entre las
necesidades del cliente, la experiencia existente sobre el método y la necesidad de una
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validacion completa del método. Una validaciéon parcial es permisible cuando el
método no va a ser usado rutinariamente (Eurachem/Citac, 1998).

Los parametros de validacion pueden estar especificados en guias dentro de un sector
particular y es recomendable seguirlas si estan disponibles. Esto asegurard que la
terminologia particular de validacidn, junto con la estadistica empleada se interprete
de una manera consistente dentro del sector (Eurachem/Citac, 1998). Asi, por ejemplo,
se han propuesto guias para la validacién de métodos de andlisis de alimentos (AOAC,
2002b), envases para alimentos (Comision Europea, 2009), farmacos (EMA, 2011; FDA,
2001; ICH, 2005), analisis clinico y forense (Wille et al., 2011)...

Antes de abordar la evaluacién de los pardmetros de validacion, se establecen unos
valores para cada pardmetro de acuerdo a las necesidades o finalidad del método, y
atendiendo a la informacién recogida durante la fase de desarrollo del método de
analisis. Una vez evaluados los pardmetros se comprueba que estan dentro de los
rangos preestablecidos. Dado que es practicamente imposible lograr niveles de
excelencia para todos los parametros técnicos de validacion, el usuario debe llegar a
un equilibrio o compromiso entre los mismos (Ramis Ramos et al., 2001).

2.3.1. PARAMETROS DE GESTION

El laboratorio debe tratar de seleccionar el método de ensayo de acuerdo a factores
como: limite de cuantificacién requerido, tipo de muestra, niumero de muestras a
analizar por dia, complejidad del analisis, gastos producidos durante la realizacién del
ensayo, inversion inicial, etc.

El desarrollo y validacion de un método de ensayo en un laboratorio supone unos
costes econdmicos que deben ser evaluados ya que en muchos casos se precisa de una
inversidn inicial dedicada a la adquisicién de nuevos equipos e instrumentacion,
formacion del personal, sueldo de personal mas cualificado, etc.

La reduccién de costes en la gestién suele llevar parejo el empeoramiento de alguno
de los parametros técnicos de validacion. Serd necesario, por tanto, llegar a un
compromiso entre los pardmetros de gestion y los niveles que queremos alcanzar en
los pardmetros técnicos de validacion.

Por otro lado, los pardmetros productivos dependen fuertemente de factores
humanos. En primer lugar, la direccién del laboratorio debe asegurar la competencia
técnica de todos los miembros en plantilla que realicen actividades relacionadas con el
manejo de equipos, realizacién de ensayos, evaluacién de resultados y firma de
informes. Para lograrlo definird unos niveles minimos de cualificaciéon y experiencia
necesarios para el personal del laboratorio y establecera unos objetivos en materia de
formacién del personal, teniendo en cuenta las tareas desarrolladas y las previstas en
un futuro. Hasta la aceptacion por parte de la direccion de la cualificacién requerida
para el desarrollo del nuevo método de analisis, el personal afectado estara sometido
a la supervisidn por parte de personal cualificado (UNE EN ISO/IEC 17025, 2010).
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En cuanto a las responsabilidades, deberes y funciones de cada uno de los miembros
del personal del laboratorio, deberan estar claramente definidas y actualizadas para
cada puesto de trabajo (CGA-ENAC-LEC, 2009).

2.3.2. PARAMETROS TECNICOS

A continuacion se describen cada uno de los pardmetros técnicos de validacidn, las
pruebas estadisticas mas habituales para su evaluacién, y la interpretaciéon de los
resultados obtenidos.

Robustez

La robustez (robustness) es una propiedad de un método analitico que describe su
capacidad para permanecer inalterado ante las pequefas variaciones inevitables de las
condiciones experimentales, e indica la fiabilidad del método durante su aplicacion
rutinaria. Es por tanto una propiedad que nos da idea de la estabilidad del método de
analisis cuando este se trasfiere a otro laboratorio, instrumento o analista... (ICH,
2005).

El término ruggedness aplicado a un método analitico, y usado con frecuencia como
sinébnimo de robustez, se refiere al grado de reproducibilidad de los resultados de un
método analitico obtenidos al analizar la misma muestra bajo condiciones
experimentales diferentes tales como diferente laboratorio, instrumento, analista, o
medidas separadas en el tiempo. Puede observarse que esta definicion es equivalente
a las definiciones de precisién intermedia y de reproducibilidad establecidas por las
normas UNE 82009-2 y UNE 82002-3 (USP 1225, 2010).

Se recomienda realizar el estudio de la robustez en una etapa previa a la validacién del
método analitico para asi identificar las variables que tienen un efecto mas
significativo, fijar sus niveles dptimos de forma que el método sea robusto, y controlar
cuidadosamente aquellos factores que causan mas variabilidad en la respuesta cuando
se aplica el método. Si la evaluacién de la robustez se realiza durante la validacion se
corre el riesgo de validar un método poco robusto, dando lugar a resultados variables,
con la consiguiente pérdida de tiempo y dinero (Vander Heyden et al., 2001).

Todos los métodos de analisis son susceptibles de ser sometidos a un estudio de
robustez. La forma de evaluar la robustez consiste en introducir deliberadamente
variaciones razonables en las condiciones experimentales y observar su influencia. El
esquema a seguir para la evaluacién de la robustez de un método analitico es el
siguiente (Dejaegher et al., 2007):

A En primer lugar, se seleccionan los factores que previsiblemente puedan afectar
al resultado al cambiar de laboratorio, analista o instrumento; estos factores
pueden ser tanto operacionales como medioambientales (Vander Heyden et al.,
1998).

A Se establece el margen de variacidon de los factores cuya influencia se quiere
investigar. El intervalo de fluctuacién de los factores a ensayar deberia representar
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la variabilidad que podria producirse al trasferir el método entre laboratorios,
instrumentos o analistas. Normalmente los margenes de fluctuacion de cada
factor cuantitativo se distribuyen simétricamente respecto al valor nominal
descrito en el método de analisis (Vander Heyden et al., 1998).

A Se evallua la influencia de los factores seleccionados en la respuesta
proporcionada por el método analitico. Puede hacerse de forma univariada,
registrando la variacién de la respuesta al cambiar el nivel del factor ensayado
mientras se mantienen constantes los otros factores. No obstante este
procedimiento conlleva dos problemas: (i) el efecto de modificar mds de un factor
a la vez puede ser diferente de lo observado al modificarlos de uno en uno; (ii)
cuando hay bastantes factores esto representa mucho trabajo, tiempo y dinero. El
empleo de disefios de experimentos permite investigar el efecto de los factores
sobre la respuesta de forma mas eficaz ya que permiten identificar qué factores
influyen y en qué magnitud sin necesidad de experimentar todas las
combinaciones posibles (Dejaegher et al., 2007). Habitualmente se aplican disefios
de experimentos a dos niveles, tales como disefios factoriales fraccionales (Vander
Heyden et al., 1995) o los disefios de Plackett-Burman (Andrade et al., 1993; ASTM
E1169, 1996; Barwick et al., 1998; Gutierrez et al., 2012; Marini et al., 2005a) y de
Youden-Steiner (Haouet et al., 2006; Youden et al., 1987), que permiten examinar
f factores en f+1 experimentos. La investigacién del efecto de mas de dos niveles
de los factores exige realizar un mayor nimero de experimentos y resulta poco
practico. Los disefios de superficie de respuesta (Hatambeygi el al., 2011), muy
empleados en optimizacién cuando el rango de valores de cada factor a ensayar es
grande, son poco utiles en estudios de robustez cuando el nimero de factores a
ensayar es mayor que tres pues requieren mas experimentos que los disefios
factoriales. El disefio de parametros de Taguchi es una herramienta muy util en
este contexto pues permite simultdneamente optimizar los factores controlables
que influyen en la respuesta del método, introduciendo en el disefio tanto
factores de control como factores de ruido que causan variabilidad en la
respuesta, de tal forma que la combinacién éptima de niveles de los factores de
control provoca una respuesta robusta, insensible a las variaciones en los niveles
de los factores de ruido (Oles, 1993; Grize, 1995; Peace, 1993; Taguchi et al.,
2005).

A Finalmente, se aplica un andlisis de varianza a los resultados del disefio de
experimentos para determinar si las variaciones de los factores ensayados tienen
un efecto significativo sobre el resultado del método analitico. Otros criterios para
evaluar si el factor influye significativamente en la respuesta del método son
(Dejaegher, 2007; Vander Heyden et al., 2001): (i) realizar una prueba de
significacidn para determinar si la diferencia entre las respuestas obtenidas a dos
niveles diferentes del factor es significativamente diferente de cero; (ii) comprobar
si el efecto producido por la variacién es mayor que un valor critico o; (iii)
representar los valores obtenidos en graficos de probabilidad normal y comprobar
gue estan normalmente distribuidos entorno a cero. El método sera considerado
robusto frente a la variacién incontrolada de un factor cuando su efecto sobre la
respuesta no sea significativo.
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Representatividad

La representatividad en quimica analitica es sinédnimo de coherencia, concordancia y
consistencia de los resultados generados respecto a las muestras recibidas en el
laboratorio. A su vez las muestras deben ser representativas del objeto de estudio
(Camara et al., 2002).

Durante la validacién se evaluaran las caracteristicas técnicas de un método analitico
gue posteriormente se aplicard a muestras con matrices analiticas de complejidad
variable. Por tanto, para mantener la representatividad, los ensayos de validacidon
deberan ser realizados sobre muestras de control o patrones lo mas parecidos posible
a las muestras reales. Esto implica el empleo, durante los experimentos de validacion,
de muestras reales dopadas con el analito de interés o, preferentemente, de
materiales de referencia certificados.

Selectividad/especificidad

Selectividad es la capacidad de detectar, simultanea o separadamente, sustancias
guimicas diferentes presentes en una misma muestra. Frecuentemente el término
selectividad se utiliza como sinénimo de especificidad, siendo esta la capacidad de
detectar el analito sin interferencias de ningln otro compuesto. Como existen muy
pocos métodos que den respuesta sdlo a un uUnico analito, el termino selectividad es
normalmente mas apropiado (Aboul-Enein, 2000; Boqué, 2005; Den Boef et al., 1983;
Vessman et al., 2001). Pero la realidad es que los métodos no son selectivos y las
interferencias o perturbaciones alteran alguna, varias o todas las etapas del proceso de
analisis dando lugar a errores en los resultados finales.

La selectividad de un método de analisis depende del tipo de muestra, del propio
método por la complejidad de las operaciones que conlleva, de la capacidad de
discriminacion de la técnica instrumental, etc. Su cuantificaciéon es compleja dada la
dificultad técnica de realizar un estudio de todas las interferencias a diferentes niveles
de concentracion y en varias matrices. El disefio del proceso experimental para su
evaluaciéon dependerd del conocimiento de las interferencias que potencialmente
pueden perturbar el proceso analitico (quimicas, fisicas, instrumentales ...), del tipo de
muestra y del grado de veracidad requerido para la validacion del método.

Las pruebas a realizar para asegurar cualitativamente la selectividad de un método
podran ser diferentes en funcién del tipo de muestra a analizar, la técnica utilizada, la
informacion bibliografica disponible, etc. Usualmente, la selectividad de un método se
investiga mediante el estudio de su capacidad para medir el analito de interés en
alicuotas de muestra a las cuales se afiaden deliberadamente interferencias especificas
(aquéllas que se cree probable estén presentes en las muestras). Si no se esta seguro
de que las interferencias estdn presentes, la selectividad de un método se puede
investigar estudiando su capacidad de medir el analito mediante comparacién con
otros métodos o técnicas independientes insensibles a los interferentes potenciales
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del método a validar (Bagur et al., 2005; Gonzdlez et al., 2007a; Eurachem/Citac, 1998;
AEFI, 2001).

La selectividad se puede cuantificar mediante la evaluacién de los siguientes
pardmetros:

A Relacion maxima tolerada de un interferente, RT, es la relacion entre la
concentracién maxima admisible de interferente para una concentracién dada de
analito por encima de la cual la perturbacién causada por el interferente hace que
la concentracion de analito determinada difiera significativamente de Ia
concentraciéon de analito obtenida en ausencia de interferente (Gonzdlez et al.,
2007a; Thompson et al., 2002).

RT =

Cint
ec. 2.1
Canal

A Relacién de sensibilidades, RS. Cuando el interferente tiene una curva de
calibracién propia, la selectividad del método puede describirse como el cociente
entre la sensibilidad del analito, S« (pendiente de la linea de calibrado del
analito) y la sensibilidad del interferente, S;,: (pendiente de la linea de calibrado
del interferente).

S

RS = anal
78"“ ec. 2.2

A Cuando se trate de comparar la sensibilidad de dos métodos para un interferente
dado se emplea el denominado factor de sensibilidad, FS, que es el cociente de las
relaciones maximas toleradas en cada método para dicho interferente en la
determinacion de un mismo analito.

ES = I:{Tmétodol

“RT ec. 2.3

método2

Si las perturbaciones son notables, debe procederse a seleccionar un nuevo método
como candidato a ser validado. No obstante, no es necesario desechar los métodos
analiticos poco selectivos ya que se puede utilizar siempre que el interferente se
encuentre en concentracion inferior a la que causa una interferencia significativa en el
resultado. Otra opcidn seria incluir en el método de ensayo un procedimiento
complementario que demuestre que las sustancias interferentes estan ausentes o se
pueden eludir de alguna forma (AEFI, 2001; UNE 77004, 2002).

Cuando el laboratorio emplea métodos de ensayo que no son de nueva implantacién
sino adaptaciones de otros debidamente documentados, no se suelen realizar ensayos
encaminados a verificar la selectividad/especificidad del método durante su validacion,
sino que esta se justifica en base a la informacién recogida en los métodos de
referencia (Mufioz Benito, 2001).
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En todo caso, cualquier interferencia o restriccién conocida de la técnica analitica y las
decisiones tomadas durante la validacién deben estar justificadas documentalmente.

Intervalo de trabajo, intervalo lineal y linealidad

El intervalo de trabajo se puede definir como el intervalo donde la respuesta analitica
del método es proporcional a la concentracién de analito en la muestra. Dentro del
intervalo de trabajo suele existir un intervalo lineal donde la relacién
respuesta/concentracién es constante.

Si representamos graficamente la sefal analitica obtenida para concentraciones
crecientes de analito, al visualizar la curva se comprueba que se divide en tres
intervalos, ver Fig. 2.1.

y= Respuesta

(y-y”)=0.03-y’

v

v

Yioq
10-s5 | 3.29.5,¢ Yo
Y8
CLoQ »
Cion i Intervalo lineal x =Concentracién
Intervalo de trabajo

Fig. 2.1: Representacidn gréfica sefial/concentracion (Eurachem/Citac, 2011)

A Un primer intervalo a concentraciones muy bajas de analito donde no es posible
detectar el analito ya que la Unica sefal obtenida es la que corresponde al blanco.

A Un segundo intervalo a concentraciones intermedias del analito, llamado
intervalo de trabajo o intervalo dindmico, donde la sefial varia con Ia
concentracién. Dentro de este intervalo pueden diferenciarse tres tramos.

4+ Un primer tramo acotado por la concentracion cuya sefial empieza a diferir
de la seial del blanco y el limite de cuantificacion.

4+ Un segundo tramo que es el denominado intervalo lineal (también llamado
intervalo de ensayo o rango de ensayo), cuyo limite inferior es el limite de
cuantificacion y el limite superior se establece como la concentracidn a partir de
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la cual el equipo proporciona una sefial que se aparta de la linealidad en un 3%.
En este tramo la relacidn sefial/concentracion permanece constante.

El limite superior del intervalo lineal en ensayos que no requieren linea de
calibrado se establece mediante las especificaciones técnicas del equipo de
medida, material o reactivos (por ejemplo medida de DBOs manométrica,
volumen maximo dosificado, concentracién de disoluciones valorantes...)
involucrados en el procedimiento analitico.

4+ Un tercer tramo que se inicia en el limite superior donde la variacidn
sefial/concentracion disminuye hasta hacerse cero.
A Por ultimo, hay un tercer intervalo a concentraciones altas de analito donde la

sefial ya no varia con la concentracién siendo la variacion sefial/concentracion
constante e igual a cero.

El proceso para evaluar el intervalo lineal de un método de andlisis que se pretende
validar consiste en examinar patrones de concentraciones crecientes conocidas de
analito, representando graficamente los datos sefal/concentracion, y determinar
cudles son los limites de concentracidon entre los cuales el método analitico es lineal.

La mayoria de los métodos basados en técnicas instrumentales necesitan una
calibracién mediante alguno de estos métodos: patréon externo, adiciones patrdn
(MAP), patron interno (PI)... (Cuadros Rodriguez et al., 2001b; Danzer et al., 1998). Para
estos métodos donde es necesario realizar un calibrado instrumental, la evaluacion del
intervalo lineal se realiza haciendo un estudio exhaustivo de su linealidad. Una vez
establecido el intervalo lineal del método de andlisis se recomienda preparar varias
lineas de calibrado con cinco o mas niveles de concentracion. Estos niveles de
concentracién se preparan habitualmente por dilucion de disoluciones patrén
concentradas del analito. No obstante, siempre que sea posible es recomendable
preparar cada nivel de concentracion a partir de disoluciones patréon independientes,
para eliminar el posible error sistematico que se podria arrastrar partiendo de una sola
pesada y realizando diluciones (AOAC, 2002b; I1SO 8466-1, 1990, Thompson et al.,
2002).

El nimero de medidas replicadas de cada nivel depende de la precisién del
instrumento de medida, pero habitualmente se mide por triplicado. Estadisticamente
lo correcto es analizar los niveles de forma aleatoria; no obstante, se establece como
criterio practico analizarlas en sentido creciente de concentracién para minimizar
posibles efectos memoria en el equipo.

En primer lugar, se realiza un andlisis de regresion para estudiar la relacion entre la
respuesta del instrumento, y, y la concentraciéon del patrén, x. Esta relacion es
expresada como una funcién matematica que puede ser empleada para predecir el
valor de una de las variables una vez conocida la segunda. La técnica matematica de
regresion mas empleada, Modelo I, consiste en buscar la “mejor” relacion lineal entre
la sefial analitica y la concentracién. Este método obtiene una funcién lineal, y = bx +q,
donde b es la pendiente y a es el término independiente, u ordenada en el origen. El
Modelo I, esquematizado en la Fig. 2.2, supone que todos los errores residen en los
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valores de y, y que las concentraciones de los patrones, x, se encuentran libres de
error. Ya que se ha supuesto que todos los errores se encuentran en y, ahora se trata
de buscar la recta que minimice las diferencias en la direccién y, es decir, entre los
puntos experimentales y los predichos por la funcion lineal. Ya que algunas de estas
diferencias seran positivas y otras negativas, es razonable intentar minimizar la suma
de sus cuadrados pues estos seran todos positivos. Esto explica el uso frecuente del
término método de los minimos cuadrados para este procedimiento (Massart et al.,
1997; Miller et al., 2002).

v

Fig. 2.2: Suposiciones hechas por el Modelo | para el analisis de la regresion lineal

Las ecuaciones que permiten calcular a y b son las siguientes:

M ec. 2.4

_ _ ZXiZYi
L XG0y -y) 2K L5
Z(Xi —i)z 2 (in)z ec <
2X =

donde x; e y; son cada par de puntos concentracidn y respuesta, x e y son los valores

promedio de las concentraciones y respuestas y n el nUmero de pares de puntos de la
linea de calibrado.

Otros supuestos que se hacen habitualmente son: (i) si se realizan varias medidas
sobre un patrdn, los valores resultantes de y tienen una distribucién de errores normal
o Gaussiana; (ii) la magnitud de los errores en los valores de y es independiente de la
concentracién del analito. Si es cierta esta segunda afirmacién, implica que todos los
puntos del grafico deberian tener en los cdlculos igual peso, es decir, que es
igualmente importante que la linea pase cerca de los puntos con valores de y altos o
bajos. Sin embargo, en la practica hay ejemplos donde los errores en el valor de y
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aumentan cuando aumenta la concentracion del analito; en estos casos se debe
emplear el método de regresidon ponderada (Massart et al., 1997; Miller et al., 2002).

En caso de que tanto x como y estén sujetas a error se usan técnicas de regresion de
Modelo Il, también Illamado modelo de regresién de distancia ortogonal,
esquematizado en la Fig. 2.3 (Massart et al., 1997).

v

Fig. 2.3: Suposiciones hechas por el Modelo Il para el analisis de regresidn de distancia ortogonal

Una vez obtenida la funcion lineal, se representa graficamente la recta de calibrado
para una mejor visualizaciéon de la bondad del ajuste (Diaz-Guerra et al., 2000). No
obstante, es preciso llevar a cabo un anadlisis de la linealidad que permita validar la
linea de calibrado. Con este fin se aplican criterios y pruebas estadisticas como el
analisis de residuales, criterios para detectar outliers, el coeficiente de correlacién de
Pearson o el anélisis de varianza, (Briiggemann et al., 2006; Massart et al., 1997; Miller
et al., 2002; 1SO 11095, 1996).

Se llaman residuales e; a las diferencias y; —J; siendo J; los valores experimentales de
las respuestas e J; los valores predichos por el modelo lineal obtenido para los valores

experimentales de X;. El objetivo es hacer minima la suma de cuadrados de los
residuales ya que la situacién ideal corresponderia a valores residuales e; = 0. La
bondad del ajuste se expresa como la desviacion estandar de los residuales, s., que
debe ser minima.

Se :\Z(yi _zy‘)z ec. 2.6

La representacién grafica de los residuales, e, frente a la concentracion, x;, aporta
mucha informacién acerca de la validez del modelo. Los residuales deben ser
homocedasticos, es decir, aleatoriamente distribuidos en torno a cero y de pequefia
magnitud. Si los residuales aumentan con la concentracién debe emplearse una
regresion ponderada (Miller et al., 2002).
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Para la deteccion de outliers u observaciones andmalas de la recta de calibrado existen
varios criterios (/SO 16269-4, 2010):

A Comprobar que el error relativo de la concentraciéon de un patrén dado, %Er,
determinada con la linea de calibrado obtenida, no sea superior al £5% de la
concentracién nominal, excepto para el limite de inferior, para el que se admite
hasta un 20% (AEFI, 2001, Karnes et al., 1991):

seer = X1 i 100 ec. 2.7

X

siendo x; el valor nominal de concentracién y X; la concentracion predicha por la
linea de calibrado.

A Estimar el valor absoluto del residual estandarizado del valor sospechoso, e/s.. Si
dicho valor es mayor de 2 o 3 el punto se rechaza. Este criterio se basa en la
distribucion normal de los residuales, ya la probabilidad de que un residual sea
superior a 2 o 3 veces s, es despreciable. Por desgracia no suele ser concluyente
pues los outliers "atraen" la linea ajustada.

A Calcular la distancia de Cook al cuadrado del valor sospechoso.

Z(Y’i - Vi(*))

5 ec. 2.8
p- Se

2 _
CD(J() -

donde y; son los valores predichos con la linea de regresion calculada con todos los
puntos, f/f*)son los valores predichos con la linea de regresion calculada
eliminando el sospechoso; p son los coeficientes del modelo de regresion (2 para
una recta). Cuanto mayor es CDZ(*), mayor es la probabilidad de que el outlier no
sea representativo de la regresion, siendo 1 el valor minimo para rechazar el
punto sospechoso. Este criterio es mas sensible a los valores sospechosos de la
linea de calibrado que el anterior (Bonilla Campos et al., 2001; Henderson, 2006;

Massart et al., 1997).

El coeficiente de correlacién de Pearson, r, nos indica el grado de relacidon entre la
variable x y la variable y.

Sy Sy, - LY

JZ(Xi—i)Z'Z(Vi—Y/)Z \ ZX?_(Z:)Z | Zyiz—(z:i)z ec. 2.9

Su valor puede estar comprendido entre -1y 1. Un valor préximo a —1 o 1 significa que
existe correlacion, negativa o positiva, con una probabilidad elevada y un valor
proximo o igual a 0 indica ausencia de relacion lineal entre las variables. Sin embargo,
valores préximos a 1 o -1 no deben tomarse como Unico indicador de linealidad o
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valores muy bajos o intermedios como falta de ella (Sonnergaard, 2006; Van Loco et
al., 2002), sino que debe ser demostrado aplicando por ejemplo una prueba estadistica
como t de Student adecuada (ver Tabla 2.2) para ver si la correlacidn es significativa
(Miller et al., 2002).

El coeficiente de determinacion, rZ, indica la proporcién de la varianza total de y que se
explica por el modelo de minimos cuadrados. Puede expresarse en porcentaje.

Otra forma de demostrar que la relacién que liga las variables es correcta y no hay
falta de ajuste es mediante un analisis de varianza, ANOVA (ANalysis Of VAriance).
Mediante este analisis se compara la varianza debida a la falta de ajuste, con la
varianza experimental estimada a través de medidas replicadas de la variable
observada, (Comision Europea, 2009; Gonzdlez et al., 2006; Massart et al., 1997).

La presencia de error residual implica errores aleatorios en la estimacién de la
pendiente y la ordenada en el origen de la recta de calibrado, s, y s, que a su vez se
propagan al resultado final ya que la concentracidon de las muestras se obtiene por
interpolacién en la recta de calibrado. Esos errores se estiman mediante las siguientes
ecuaciones:

T T~ 2 . 2.10
\Z(Xi _X)z ec

ec. 2.11

Para estimar los intervalos de confianza de los parametros de la curva de calibrado se
deben obtener al menos cuatro lineas de calibracién independientes realizadas en
condiciones de reproducibilidad (durante cuatro dias distintos, y a ser posible con
distinto personal y equipos). Con los resultados obtenidos se estiman los valores
promedio del coeficiente de correlacion, de los coeficientes de regresién, by @,y de

sus errores aleatorios, Sp y Sq. Los intervalos de confianza para las curvas de calibrado
se calculan entonces como:

b=b=+t-sp ec. 2.12

a=att-sa ec. 2.13

donde t es el valor de la distribucidn t de Student para un test de dos colas con n-2
grados de libertad y nivel de significacién igual a 0.05 (De Beer et al., 2007a; Fustinonia
et al., 2010; Massart et al., 1997; Miller et al., 2002). A la vista de los resultados podra
decidirse la frecuencia del calibrado (cada dia, cada semana...).
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Estos intervalos se incluirdn posteriormente en el método de ensayo como criterios
que deben cumplir las rectas de calibracion. Cualquier desviacién respecto de estos
intervalos supondra un aviso de anomalia (instrumental, experimental...) durante el
desarrollo del método de analisis (Carril et al., 1997; Ohlsson, 2012).

En la Tabla 2.2 se recogen otras pruebas estadisticas ampliamente usadas para la

validacion de una recta de calibrado (Massart et al., 1997; Miller et al., 2002).

Tabla 2.2: Criterios estadisticos para la validacidn de lineas de calibrado

Parametro Criterio Prueba de significacion Observaciones
Si b =0 la recta es paralela al
b eje de abscisas y no habria
Pendiente Ogb=xt-s too = 0>t _ ) cisasy
b cal Sp criico (0,05, 1:2) correlaciéon. A mayor b
mayor sensibilidad
Si a difiere
‘a‘ significativamente de 0
Ordenada Ocaxt-s, teal = —< teritico (0.05, n-2) evidencia errores
Sa sistemdticos (no aplicable al
MAP)
G _ M ) \/(n - 2) r>0.990 para lineas con
de r=0 teal = 77— tuitico (0.05, n-2)
0.2 1— r2 nx>4
correlacion A
f= Yi Deben ser semejantes y
Factores de Xj L cercanos al valor de la
respuesta S pendiente. %DER > 10%
%DER = ?‘100 <10 indica falta de linealidad
MSgya MSepa Y MSpe solo pueden
cal = Spe <Faboosm2yten | ser comparadas cuando la
Falta de ANOVA ) " variable en cada punto se
ajuste MS: media cuadratica repite (n, n2 pares de puntos
FdA: Falta de ajuste de la linea de calibrado vy k,
PE: Puro error n2 total de medidas)

La respuesta de algunos métodos analiticos no se relaciona linealmente con la
concentracién de analito, sino que proporcionan graficas de calibracién curvas en una
parte del intervalo de concentracidn de interés. Esto es usualmente valido y no impide
qgue el método sea eficaz siempre y cuando la curva sea reproducible con el tiempo
(Barroso et al., 2006; Eurachem/Citac, 1998; ISO 8466-2, 2001; Kirkup et al., 2004,
Miller et al., 2002).

Sensibilidad

Se define sensibilidad de un método analitico como la capacidad para discriminar
concentraciones semejantes del analito a determinar. Una definicion mas general de
sensibilidad es la relacion entre la sefal, y, y la concentracién, x, esto es, la variacion
de la seinal analitica por unidad de concentraciéon. Por tanto, la sensibilidad es mayor
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cuando un minimo incremento de concentracién conduce a un aumento notable de
respuesta. Para métodos de ensayo que requieren calibracién lineal esta coincide con
la pendiente de la linea de calibrado, b, y se estima como el promedio de las
pendientes de varias lineas de calibrado realizadas en condiciones de reproducibilidad
(durante al menos 4 dias distintos, distinto personal y equipos...).

Experimentalmente se calcula analizando como minimo 5 patrones o materiales de
referencia con concentraciones crecientes de analito en el intervalo lineal del método
de ensayo y calculando los factores de respuesta, f. Si el rango de lineal es muy amplio
recomendable efectuar el estudio de sensibilidad en dos intervalos de concentracién
(Mufioz Benito, 2001).

Para comparar dos métodos analiticos con la misma sensibilidad no es suficiente con
conocer la pendiente de la linea de calibrado. La minima concentracién, d, que puede
ser distinguida depende de la desviacion estandar de la sefial, s,, de la pendiente de la
recta de calibrado, b, y los riesgos de cometer errores ay ff(Massart et al., 1997).

(tlf% +t(1’ﬁ)) syl ec. 2.14
b

Limite de decision (Ld), limite de deteccion (LoD) y limite de cuantificacion
(LoQ)

Las definiciones mas empleadas son las propuestas por la IUPAC, recogidas en el
Compendium de Nomenclatura Analitica (Currie, 1995; Inczedy et al., 1997). lLas
definiciones de limite de deteccidn y cuantificacién han ido cambiando con el paso del
tiempo. La IUPAC en un principio definia el limite de deteccién como la cantidad de
analito que puede detectarse con una certeza razonable y proponia la siguiente
ecuacion:

(yLoD) =Yg +Kp 'S ec. 2.15

Siendo y; el valor medio de una serie de medidas replicadas del blanco, sz la
desviacion estandar de estas medidas y kp una constante relacionada con el nivel de
confianza deseado, «, empleandose inicialmente un valor kp = 3. En revisiones
posteriores, la IUPAC distingue entre una minima concentracion estimada
significativamente, limite de decisidn y la minima concentracién verdadera detectable
o limite de deteccidn.

Si el error de tipo | o aes la probabilidad de dar falsos positivos, y el error de tipo Il o
la de dar falsos negativos, el limite de decision, se elige atendiendo a la probabilidad
maxima de cometer uno u otro error que se desee establecer, procurando siempre
mantener « a un nivel bajo para minimizar falsos positivos. La Fig. 2.4 ilustra la relacién
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entre los errores ay Sy el limite de decisién. Para un « dado, [ puede llegar a ser
hasta un 50% cuando la sefial detectada coincida con el limite de decisidn.

Vg Ld

Fig. 2.4: Relacidn entre limite de decisidn y los errores ay fFsuponiendo que la sefial analitica sigue una
distribucién normal

La IUPAC y la ISO prefieren hoy en dia un a del 5% lo cual se corresponde con un valor
ky=1.645 (ISO 11843-1, 1997).

(Vi) =Yg +Kq S =Yg +1.645-s5 ec. 2.16

Para reducir el error de tipo Il o f (falsos negativos) es necesario aumentar el valor
limite obteniéndose el limite de deteccidn.

Anteriormente, se admitia kp= 3 con lo que a = 0.13 %. Hoy en dia, la IUPAC y la ISO
proponen a = =5 % por lo que el valor de kp ahora es 2x1.645 = 3.29 (ver Fig. 2.5).

(Viop) =Yg +3:29-Sg ec. 2.17

1.645-sg 3295,
B o
Vs Ld LoD

Fig. 2.5: Distribuciones normales del blanco y limite de deteccién para a = f=5%

El limite de cuantificacion, LoQ, en cambio, se define como la concentracion minima de

analito que puede determinarse con un nivel aceptable de exactitud y precision, y se
estima mediante la siguiente ecuacion:
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(yLoQ):yB +Kq -Sp =yg +10-s ec. 2.18

La IUPAC propone es este caso un valor de kq = 10.

Entre el limite de deteccion y el limite de cuantificacién hay un rango de
concentraciones en el que, si bien no puede cuantificarse el analito con razonable
certeza, es posible detectar su presencia sin incurrir en falsos positivos.

En la practica, los limites de deteccidon y cuantificacidon se estiman por algunos de los
procedimientos descritos a continuacion (Apostol et al., 2009; ICH, 2005, Comision
Europea, 2002; Eurachem/Citac, 1998; Massart et al., 1997; Vial et al., 1999):

Si el blanco proporciona sefial analitica, se realizan medidas replicadas (n = 4-10) en
condiciones de reproducibilidad, calculdndose los limites de deteccién y cuantificacion
seglnlaec.2.17 y ec. 2.18.

En el caso de que el blanco no proporcione sefial analitica, se realizan medidas
replicadas (n = 4-10) en condiciones de reproducibilidad, de un blanco fortificado con
la menor concentracién de analito que proporcione una sefial medible, calculdandose
los limites de deteccidn y cuantificacion de la siguiente forma.

(Yiop) =3.29- 53 ec. 2.19

(Yiop) =10-sg ec. 2.20

Cuando el procedimiento de analisis utiliza una técnica instrumental, y el blanco
proporciona una sefal continua debida al ruido de fondo, los limites de deteccion y
cuantificacion se expresan, respectivamente, como las concentraciones de analito que
proporcionan una sefial 3.29 y 10 veces superior a dicho ruido de fondo. A estos
limites se les suele denominar limites de deteccién y cuantificacién instrumentales
(Ribani et al., 2007).

Para el caso de métodos analiticos que requieran calibrado instrumental hay varias
opciones (Briiggeman et al.,2010; Verdon et al., 2006):

Un requisito basico del ajuste por el método de minimos cuadrados es que los
residuales sigan una distribucién normal con una desviacion estandar estimada s.; es
por tanto adecuado utilizar este valor en lugar de sg. Del mismo modo, el valor de la
ordenada en el origen, a, puede ser empleada como estimacidn de la seial del blanco,
yg, evitando multiples determinaciones del blanco que consumen mucho tiempo.

(Yop) =a+3.29-s, ec. 2.21

(yLoQ):a+10'se ec. 2.22
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Otra posibilidad en extrapolar la recta de calibrado a concentraciones préximas al cero
y asumir que la desviacién de la ordenada en el origen, s, es una estimacion de la
desviacion estandar del blanco, sz (Miller et al., 2002).

Una vez estimados los valores de y;op € yi0q S€ calcula el valor de la concentracién para
el limite de deteccidn Cop ¥ Croq despejando de la funcion matematica que relaciona la
sefial con la concentracion.

Otro método para calcular el limite de cuantificacidn es el propuesto por Eurachem
(Eurachem/Citac, 1998). Consiste en analizar repetidamente muestras con diferentes
niveles de concentracidn, proximos al limite de cuantificacion, y representar la
desviacidon estandar relativa (%DER) en funcidn de la concentracion de analito. El limite
de cuantificacidn se corresponde con la concentracién de analito a partir de la cual se
cumple un criterio de precisidn previamente establecido, habitualmente un
%DER=10%, aunque se puede llegar a aceptar hasta un 20%, en funcién de las
caracteristicas del método (Vial et al., 2003).

%DER
20

»
L

15

10

0 >
LoQ Concentracién

Fig. 2.6: Método Eurachem para el célculo del LoQ

En aquellos métodos analiticos que sean adaptaciones de otros debidamente
documentados se fija un limite de cuantificacién en base al alcance del método de
ensayo, a la informacidn bibliogréfica disponible, o de acuerdo con la experiencia
(Mufioz Benito, 2001). Fijar limites de cuantificacion por debajo de las exigencias del
método supone un esfuerzo improductivo para conseguirlos y mantenerlos. Como
hemos visto, para métodos de ensayo que requieren calibrado instrumental los limites
de deteccidén y cuantificacion estan relacionados con los parametros de la recta de
calibrado, por tanto hay que evitar que al menos el limite de cuantificaciéon coincida
con el extremo inferior del intervalo lineal, donde los errores son mayores. Cuando es
dificil preparar muestras sintéticas con concentraciones proximas al limite de
cuantificacion, puede ser admisible imponer como limite de cuantificacion Ia
concentracién mas baja encontrada en patrones o materiales de referencia
comerciales.
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Una vez obtenidos unos LoD y LoQ tedricos resulta evidente la necesidad de hacer la
comprobacién experimental de que los valores obtenidos cumplen las condiciones de
exactitud requeridas.

A la hora informar de los limites de deteccidn y cuantificacién de un método analitico
hay que tener en cuenta algunas consideraciones:

Cuando para una muestra se informa de un resultado negativo, no se estd diciendo
gue el analito no se encuentra en la muestra, sino que estd en concentracion inferior al
limite de deteccion del método. El informe no debe decir “no existe”, sino “no se
detecta”, indicando al mismo tiempo tanto el limite de deteccién como el limite de
cuantificacion del método (Ramis Ramos et al., 2001).

Con frecuencia estos limites se expresan en unidades de masa para lo cual se
multiplican los limites, en unidades de concentracidn, por la masa o volumen de
muestra requerido por el método.

Dado que en todos los casos los limites de deteccidn y cuantificacidén se estiman a
partir de la sefal del blanco y su varianza, y esta suele aumentar con la complejidad de
la matriz de la muestra y del método analitico, debe indicarse el tipo de estdndares o
muestras con las que se han medido los blancos (Ramis Ramos et al., 2001).

Una alta sensibilidad del método analitico no siempre implica limites de cuantificacién
y deteccidn inferiores, ya que lo que definird estos limites es la relacion entre la sefial
debida al analito y el ruido; es decir, es preferible un sistema con bajo ruido de fondo a
costa de una menor sensibilidad.

Exactitud

El objetivo de un andlisis quimico es encontrar el valor verdadero, s Sin embargo, esto
en la realidad no es posible ya que normalmente los resultados obtenidos, x; estdn
afectados por un error, e;, que es la diferencia entre el valor obtenido y el valor
verdadero, e=x;-u. Este error es lo que la ISO llama exactitud y define como la
concordancia entre un resultado de un test o resultado de medicion y el valor
verdadero (en la prdctica valor de referencia aceptado). En el caso de disponer de
varias medidas la concentracién de analito se estima mediante la media de las
medidas, x; pudiendo dividir la ecuacién en dos términos:

e =X —u=(X; —Xi)+(Xi —p) ec. 2.23

El primer sumando es la componente del error aleatorio y el segundo corresponde con
el error sistematico. Dado que el error sistemdtico produce un sesgo en el resultado y
los errores aleatorios causan imprecisidon, la exactitud hace referencia a una
combinacién de veracidad y precision.
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Veracidad

La veracidad es la concordancia entre el valor medio de una serie de medidas, x; v el
valor aceptado como referencia o valor verdadero, u. Se relaciona con la ausencia de
sesgo o bias, 6, esto es, con la ausencia de error sistematico. El sesgo se estima como
la diferencia entre el valor medio experimental y el valor verdadero. La I1SO define el
valor verdadero como el valor que caracteriza una cantidad perfectamente definida en
las condiciones que existen en el momento en el que tal cantidad es observada (UNE-
1SO 3534-1, 2006, UNE-ISO 3534-2, 2006).

Las desviaciones respecto al valor verdadero pueden ser tanto por exceso como por
defecto. Algunas fuentes de error que producen frecuentemente sesgo en el resultado
son: la presencia de interferencias analiticas, pérdidas de analito por extraccién
incompleta, volatilizacidn o adsorcidn, contaminacidn de la muestra por los reactivos o
por el material empleado... (Magnusson et al., 2008).

El valor de referencia, u, con el cual comparamos nuestro valor experimental se puede
obtener de las siguientes formas:

A Analizando una muestra de referencia o muestra de control que puede ser: un
material de referencia certificado (MRC), un material de referencia (MR)/Patrdn
Quimico (PQ) o una muestra obtenida a partir de un ejercicio interlaboratorio.
Estos materiales de referencia han de cumplir obligatoriamente una serie de
propiedades como son: (i) la concentracién del analito debe estar incluida en el
intervalo de concentracién indicado en nuestro método de ensayo y cuya matriz
tenga una composicidn similar a las de la muestras, (ii) siempre que sea posible, el
material de referencia debe poseer propiedades que se mantengan estables a lo
largo del experimento, (iii) cuando un material de referencia se subdivida, es
necesario tener cuidado para evitar la introduccién de cualquier error adicional y
para evitar la pérdida de homogeneidad, (iv) la cantidad de material de referencia
debe ser suficiente para la evaluacién de la veracidad, incluyendo una cierta
cantidad de reserva (Funk et al., 2007; Valcdrcel et al., 1992).

Cuando no se disponga de un material de referencia externo adecuado se puede
recurrir a una de las siguientes técnicas (Diaz-Guerra et al., 2000; Magnusson et al.,
2008):

A Comparacién con un método de referencia. Comparacidon de los resultados
obtenidos para una muestra analizada por el método a validar y por un método de
referencia en el propio laboratorio. El método de referencia debe haber sido
previamente validado y ser aplicable a nuestro tipo de muestras. El método de
referencia elegido debe tener el mismo alcance que el método a validar (De Beer
et al., 2007b; Eurachem/Citac, 1998; Kuttatharmmakul et al, 1999; Nguyen Minh
Nguyet et al., 2004; Sacré et al., 2011; UNE 82009-6, 1999).

A Mediante la participacién en un ejercicio interlaboratorio, ya sea del tipo
colaborativo (AOAC, 2002a; Wells, 1998) o ensayos de aptitud (Boqué et al., 2002;
Willetts et al., 2000; Zeleny et al., 2009), donde el valor de referencia es el valor
consensuado por los participantes o bien un valor asignado por el organizador.
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A Andlisis de muestras dopadas. Es una técnica muy empleada cuando ninguna de
las anteriores resulta factible. Consiste en analizar una serie de muestras a las que
se les ha adicionado cantidades conocidas de analito, u=Ugsadida- Si se dispone de
muestra original exenta del analito objeto de estudio bastard con obtener la
concentracidn presente en la matriz dopada, x;. Si la muestra contiene analito
deberd ademads determinarse el analito en la muestra original, xmatriz, y €n la
muestra dopada (Sudrez et al., 2012):

Si se quiere evaluar la veracidad en todo el rango de trabajo se dopa la muestra
con cantidades crecientes de analito y se representa graficamente la cantidad
analito determinada frente a la cantidad de analito afiadida, como se muestra en
la Fig. 2.7 (Ahlstrém et al., 2005, AOAC, 2002c; Basilicata et al., 2005, Compafio
Beltrdn et al., 2002; Eurachem/Citac, 1998; Garcia Campafia et al., 1997: Xu et al.,
2012).

x; A (a) Xi A (b)

)_(matnz
Xi = R M anadido AD = Xmatriz + R - lagadido

v
v

Hafiadido Hafiadido

Fig. 2.7: Representacion grafica del andlisis de muestras dopadas a varias concentraciones: (a) En una
matriz ausente de analito (b) en una matriz conteniendo analito. R = Recuperacién

Lo ideal es emplear este método dopando porciones de un material certificado de
forma que la concentracidn inicial sea perfectamente conocida. De esta forma, el
procedimiento permite identificar tanto errores sistemdticos constantes como
proporcionales a la concentracion, como se esquematiza en la Fig. 2.8 (Massart et
al., 1997; Thompson et al., 2005).

A (b)

(d)
(c)

»
>

Mafiadido

Fig. 2.8: Relacion entre analito afiadido y determinado: (a) ausencia de error sistematico (b=1; a=0), (b)
presencia de error sistematico constante(b=1; a=0), (c) presencia de error sistematico proporcional
(b#1; a=0), (d) combinacién de distintos errores (b+#1; a=0),
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La cantidad de analito anadida debe ser similar a la concentracién inicialmente
presente en la muestra, pero dentro del rango lineal del procedimiento analitico a
usar. La sustancia dopante debe tener solubilidad analoga al componente en la
muestra, similar reactividad y el mismo estado de oxidacion. A ser posible se
afadird sdlido o en disolucidn concentrada para no diluir la muestra ya que la
dilucién provocaria un cambio de la matriz analitica y errores de dilucién. Si el
volumen de muestra varia 0.5% debe recalcularse la concentracion. En este
método se pueden cometer errores por exceso ya que las interacciones entre el
analito afadido y la matriz son mas débiles que las del analito original y la matriz
(Funk et al., 2007).

El sesgo o error sistematico se cuantifica numéricamente como error absoluto, ec.
2.24, como porcentaje de error relativo, ec. 2.25, o como porcentaje de recuperacion,
ec. 2.26. En el caso de emplear muestras dopadas, el sesgo se estima como el
porcentaje de recuperacion de analito, distinguiéndose dos casos: cuando la matriz
estd exenta de analito, ec. 2.27 (Barwick et al., 2000b), y cuando el analito estd
presente en la matriz original, ec. 2.28 (Barwick et al., 1998; Mufoz Benito, 2001).

d=Xi—pn ec. 2.24

%ET = XiT‘“«loo ec. 2.25

%R = ):L—i~100 ec. 2.26

%R =100 ec. 2.27
Hanadida

%R = =100 ec. 2.28
Hadadida

Inicialmente la IUPAC (Thompson et al., 1999) definié el término recuperacién como la
proporcion de la cantidad de analito presente o afiadido en una muestra analitica, que
se extrae para posteriormente cuantificarla. Sin embargo, ante la presencia de dos
contextos distintos en los que el término "recuperacién" puede ser aplicado, la misma
organizacion ha recomendado posteriormente la distincién entre los términos: (i)
"recuperacién” o "factor de recuperacién", para el rendimiento de un analito en una
etapa de preconcentracion o extraccion de un procedimiento analitico; y (ii)
“recuperacién aparente” para la relacidon entre el valor observado y el valor de
referencia (MRC, muestra adicionada...) y que esta relacionado, por tanto, con el sesgo
(Cuadros Rodriguez et al., 2005; Burns et al., 2002).
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El factor de recuperaciéon es habitualmente aplicable a ciertos métodos analiticos,
como los cromatograficos, donde hay operaciones previas que implican una
separacién o extraccion del analito en una nueva fase. Este proceso puede ser
completo o no. Esta etapa cuando es evaluada de forma independiente en este tipo de
métodos se cuantifica mediante el factor recuperacién, pero en ningln caso es un
parametro equivalente a la veracidad (AEFI, 2001; Srinivas et al., 2008).

Es deseable que el método tenga una recuperacién alta, préxima al 100%, pero
recuperaciones inferiores al 50% pueden aceptarse siempre que sean reproducibles
(AEFI, 2001).

La correccién del sesgo de un resultado analitico ha sido siempre un tema polémico
pues determinados analistas consideran la correccion de los resultados como una
extensidn natural de los métodos de analisis, mientras que otros han rechazado esta
practica como algo similar a ajustar los resultados de una manera ilegitima. La clave
para la resolucién de este dilema radica en la distincion entre métodos "racionales" y
"empiricos" (Thompson, 2008).

En un "método racional" el analito es una entidad quimica discreta bien definida y su
concentracién en el material de ensayo es la concentracion total real. Para expresar el
resultado del andlisis de forma racional el sesgo deberia ser corregido. En cambio, en
un "método empirico" la definicion del analito depende del procedimiento analitico
aplicado, por lo que diferentes métodos (por ejemplo, empleo de distintos
extractantes para un mismo analito en un material dado) pueden dar lugar a
resultados diferentes al extraer diferente cantidad de analito. Por lo tanto, no se
puede evaluar el sesgo pues se desconoce el valor verdadero (Hibbert, 2007). El sesgo
de un resultado analitico deberia ser corregido a menos que el método sea empirico, el
método esté definido por la legislacion o la recuperacion sea del 100% (Comision
Europea, 1998a; Comision Europea, 1999). No obstante diferentes autores han
argumentado razones a favor y en contra de la correccion del sesgo de las medidas
(Thompson et al., 1999).

El planteamiento a seguir para determinar si se corrige o no el sesgo pasa en primer
lugar por comprobar si es estadisticamente significativo, (Eurachem/Citac, 2012;
Linsinger, 2008).

Para comprobar si la diferencia entre el valor verdadero y el valor obtenido es
estadisticamente significativa o se debe exclusivamente a la presencia de error
aleatorio se aplican pruebas de significacion estadistica, siendo los test de t de Student
las pruebas mas empleadas. En la Tabla 2.3 se resumen las pruebas de significacién
mas adecuadas atendiendo al valor de referencia empleado (Barwick et al., 1998;
Hartman et al., 1995; Kuttatharmmakul et al., 1999, Massart et al., 1997; Meeravali et
al., 2000; Miller et al., 2002;Tullols et al., 2005; Vidigal et al., 2012).
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Otros criterios para comprobar si el sesgo es significativo son (Eurachem/Citac, 2012;
Zamengo et al., 2011): (i) el sesgo es menor que su incertidumbre, 8<t.¢s, n-1)U(5) 0
/1-R /<t(o‘o5, n-1)U(R), (ii) no hay diferencias significativas entre el sesgo y la
incertidumbre combinada obtenida sin tener en cuenta el sesgo vy, (iii) aun siendo
significativo, el sesgo puede despreciarse si es mas pequefio que 1/3 que la mayor
componente de la incertidumbre (Maroto et al., 2002c; Maroto et al., 2003).

Si el sesgo no es significativo puede ser despreciado, pero su incertidumbre suele
incluirse como una componente mas de la incertidumbre total. Si el sesgo es
significativo se presentan dos opciones: (i) corregir el sesgo, lo que supone reducir la
incertidumbre, (ii) notificar el sesgo observado y afadirlo a la incertidumbre, para lo
cual se han descrito distintos modelos matematicos (Magnusson et al., 2008; Philipps
et al, 1997; Synek, 2005). Esta segunda opcidon es mas empleada en la practica; no
obstante, guias como la ISO o Eurachem recomiendan la correccién del sesgo como un
requisito de aplicacién general cuando se reconocen errores sistematicos significativos
(Eurachem/Citac, 2012; JCGM 100, 2008).

En caso de aplicar la correccién del sesgo a los resultados obtenidos por un método
analitico, la metodologia para su aplicacion debe estar especificada en el PNT
(Thompson, 2008).

Durante el proceso de validacion de un método de andlisis, la veracidad debe
evaluarse en todo el rango especificado para ese método analitico. Para ello se estima
el sesgo o bias, al menos por triplicado, para 3-5 niveles de concentracion, eligiendo las
dos concentraciones en los extremos del rango (limite de cuantificacién y limite
superior del rango de medida) y varias concentraciones intermedias. Ademas, asi se
comprueba si la veracidad depende del nivel de concentracion, esto es, la presencia de
errores sistematicos proporcionales (UNE 82009-1, 1998).

Precision
Se define como grado de concordancia existente entre los resultados independientes
de un ensayo, obtenidos en condiciones estipuladas. La precisién depende Unicamente

de la distribucion de los errores aleatorios y no estd relacionada con el valor verdadero
o especificado (UNE-ISO 3534-2, 2008).

En general podemos decir de las fuentes de variacién se pueden dividir en tres grupos:
instrumentales y técnicos, humanos y ambientales. (Eurolab 1/2002, 2002). Entre las
condiciones o factores operativos que pueden contribuir a la variabilidad de los
resultados de un método de andlisis, pero no pueden ser siempre controlados, pueden
incluirse: (i) analista, pueden realizar la experimentacién analistas de diferente
experiencia o habilidad, o pueden ser, un equipo de analistas, (ii) tiempo, por
mediciones hechas en el mismo tiempo se entiende aquellas realizadas en un intervalo
de tiempo tan corto como sea posible, para minimizar los cambios en las condiciones
ambientales, instrumentales, etc, (iii) calibracién, como parte de las variaciones de
condiciones instrumentales, (iv) instrumentacion, hay que tener en cuenta si se usa el
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mismo equipo de medida, o el laboratorio dispone de varios equipos para realizar un
mismo ensayo, (v) concentracidon del analito, este es uno de los factores que mas
pueden influir en la precision del método de analisis, (vi) variaciones en la matriz
analitica de las muestras, y (vii) otros factores como humedad y temperatura
diferentes, disolventes y reactivos de diferente calidad o lote, heterogeneidad del
material... (UNE 82009-1, 1998; UNE 82009-3, 1999).

De la variacién de todos estos factores durante la evaluacion de la precisién nacen dos
conceptos que matizan la precision: repetibilidad y reproducibilidad.

A Llamamos repetibilidad a la precisidon bajo condiciones en las que los resultados
de una medicién sobre una misma muestra se obtienen con el mismo método, con
el mismo analista, utilizando el mismo instrumento de medida y mismos reactivos,
y durante un corto intervalo de tiempo. Se puede cuantificar la repetibilidad
debida Unicamente al instrumento midiendo repetidamente la sefal analitica
proporcionada por una misma muestra (UNE-ISO 3534-2, 2008).

A Llamamos reproducibilidad a la precision bajo condiciones en las que los
resultados de una medicidn se obtienen con el mismo método, sobre el mismo
mensurado, con diferentes analistas, diferentes equipos de medida y/o reactivos,
en diferentes laboratorios o en un largo lapso de tiempo. Para un laboratorio de
analisis dado, la precision que se estima es la precisiéon intermedia o
reproducibilidad intermedia, efectuando una serie de analisis sobre la misma
muestra pero variando alguna de las condiciones operativas (diferentes analistas,
aparatos, dias, etc.) (UNE-ISO 3534-2, 2008). Las férmulas para la evaluaciéon de la
precision que desarrollaremos en adelante se refieren a esta situacion.

La precision debe evaluarse en todo el rango de ensayo definido en el método de
analisis (Eurachem/Citac, 1998). Se recomienda un minimo de 2-3 determinaciones
sobre muestras diferentes que contengan el analito a 3-5 niveles de concentracion,
incluyendo las dos concentraciones en los extremos del rango (limite de cuantificacién
y limite superior del rango de medida) y varias concentraciones intermedias. Estas
muestras deben ser representativas del alcance del método analitico (UNE 82009-1,
1998). En caso de no disponer de muestras reales es posible emplear muestras
dopadas (Karami et al., 2003; Pérez et al., 2002; Santosa et al., 2008, Wang et al.,
1994). También se pueden emplear muestras compuestas preparadas mezclando
muestras con matrices diferentes, de forma que se obtenga una muestra sintética
representativa de todas las incluidas en el alcance del método (Li et al., 2010; Kéhler et
al., 2006). El empleo de muestras compuestas permite minimizar el ndmero de
ensayos para la evaluacién de la precision, pero se corre el riesgo de encubrir o diluir
los efectos de la matriz.

La precision se estima mediante alguno de los siguientes pardmetros estadisticos
(Eurachem/Citac, 1998; Massart et al., 1997; Valcdrcel et al., 1992).

Desviacidn estandar o tipica muestral, s: es el parametro mas caracteristico para
estimar la precision. Informa sobre la dispersion de los resultados alrededor del valor
medio de forma que una menor precision se refleja en una mayor desviacion estandar:
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ec. 2.29

La desviacidn estandar muestral es un estimador de la verdadera desviacion estandar

de la poblacién, o, a la que pertenecen los valores obtenidos. Cuando el nimero de
medidas es suficientemente grande (n > 30) la desviaciéon estandar muestral, s, se

considera un estimador fiable de g, calculandose esta como:

ec. 2.30

Varianza, coincide con el cuadrado de la desviacién estandar, s° (n < 30) 0 2 (n > 30).

La informacion proporcionada por la desviacién estandar puede ser equivoca si no se
tiene en cuenta la magnitud de lo que se mide. La desviacidn estandar relativa, DER,
ofrece una informaciéon mds clara de la dispersion de los resultados en relacién con la
magnitud medida, ec. 2.31. En la ec. 2.32 la podemos ver expresada como porcentaje.
Algunos autores denominan a este Ultimo coeficiente de variacidon, C.V. pero este
término esta en desuso.

DER = ec. 2.31

x| 0

9%DER = %100 ec. 2.32

Cuando el niumero de observaciones es muy pequefio la desviacidén estandar no es un
estimador fiable de la precisién; en estos casos, se emplea el rango o recorrido, R, para
estimar la dispersidon. El recorrido es la diferencia (absoluta o porcentual) entre el
resultado mads elevado y el mds pequeiio.

En el caso de hacer estudios de precisidn a varios niveles de concentracidn o distintos
tipos de materiales, si se desea dar un Unico valor de precisidon para todo el rango
estudiado, puede ser conveniente calcular la desviacién estandar combinada o
ponderada, ec. 2.33, siempre y cuando las varianzas individuales sean comparables
(Barwick et al., 1998).

—-1). 2 —-1)- 2
s= (=151 +(n,-1)-5 +.. ec. 2.33

\ (ny =D+, D +...
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Para estimar la varianza total de un procedimiento analitico y las varianzas asociadas a
cada factor de variacion (analista, dia, instrumento...) la herramienta mas util es el
disefio de experimentos. Primero se identifican aquellos factores que pueden influir en
el resultado, después se realizan los experimentos, y por ultimo se realiza un andlisis
de varianza, ANOVA, de los resultados obtenidos para separar las contribuciones a la
varianza total de los diferentes factores implicados. La ventaja de estos disefios es que
proporcionan una buena estimacién de la precisidon intermedia ya que los factores se
varian de forma ordenada. Ademas se puede saber cudles son los factores que mas
afectan a la variabilidad de los resultados ya que proporcionan la precisién intermedia
asociada a cada uno de los factores variados en el disefio. El disefio de experimentos
tiene la ventaja adicional de permitir obtener la maxima informacién a partir de la
realizacién de un minimo nimero de ensayos (Gutierrez et al., 2013; UNE 82009-3,
1999).

Para obtener la precisidén intermedia debida a cada factor la mejor opcién son los
disefios de experimentos anidados o jerarquicos. La norma UNE 82009-3:99 desarrolla
los principios generales que son necesarios observar a la hora de disefiar experimentos
anidados de varios factores y describe detalladamente el método de estimacion de la
varianza de los distintos factores. Para métodos analiticos especifica medidas
intermedias de la precisidon debidas a cambios en las condiciones de observacién como
tiempo, calibracién, operador, equipo... Estas medidas intermedias pueden ser
establecidas por un experimento dentro de un laboratorio concreto, o en un
experimento interlaboratorio.

A continuacidn se incluyen los esquemas y las expresiones matematicas del analisis de
varianza para la realizacién de experimentos totalmente anidados de dos, tres y cuatro
factores (ISO/TS 21749, 2005; Kuttatharmmakul et al., 1999; Vander Heyden et al.,
1999).

A Diseflo de experimentos anidado para dos factores, el factor 1 a p niveles y el
factor 2 a n niveles:

X1

Factor
Factor 1 i 1]... il... p
X
Factor2 j 1]... il n 1‘ j n 1. j n
Valor Xijk X11... Xgje-- X1n Xi1... Xije - Xin Xp1--- Xpj- - Xpn

Fig. 2.9: Esquema del disefio experimental completamente anidado de dos factores para un
nivel de concentracién N
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Tabla 2.4: ANOVA para un disefio completamente anidado de dos factores

Fuente Media cuadratica gdL Estimador de Varianza
- P =\2
s n Z(X' X) 2, 2 MS, -MS,
g ms, = — P —
[N p_l
~ P L (
- Xii —X|)
2 le Z p-(n-1) o MS,
I.I‘? MSZ =
(n D

A Disefo de experimentos anidado para tres factores, donde los niveles de cada

factor son q p y n niveles respectivamente

xI1

Factor
Factor 1 i 1]... il. q
X
Factor2 | 1]... il p 1].. i p 1f........ i p
X
Factor3 k 1... k]... n 1].. k n 1 k|.. n
Valor Xijk X1j1--- X1jk- - X1jn Xij1.- .- Xijk - - - Xijn XqjL--- Xajk- - Xqjn
Fig. 2.10: Esquema del disefio experimental completamente anidado de tres factores para un
nivel de concentraciéon N
Tabla 2.5: ANOVA para un disefio completamente anidado de tres factores
Fuente Media cuadratica gdL Estimador de Varianza
— i _ =2
5 p-n- (Xi—Xj 2 2 2 MS, -MS,
]
=1 c -1 -N-6y +N-65+GC E—
S MS,; = —-L ) prioL e oS p-n
w q—l
~ 4 &
S n Z Z(X‘i_x') 2, 2 MS, -MS;
5 = q:(p-1) n-c3 +03 —
8 MS, = J n
q-(p-1)
o 9 P n (
= Xiik X|])
2 .; ,2:1: ,; ! g-p-(n-1) o2 MS,
I.I‘S MS3 =
q-p-(n-1
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A Disefio de experimentos anidado para cuatro factores:

representan los niveles de cada factor.

Factor

Factor 1

Factor 2

Factor 3

Factor 4

Valor Xij

xI1

donde m, g p y n

i 1... il. m
X

i1 |- q 1. j q 1. j q
X;

k 1 kl.. p 1 kl.. p 1f.. k p
iijk

| 1].. n 1].. | n 1f. n

Xijkae- Xajkl--- X1jkn Xijk1- -+ Xijkl - - - Xijkn Xmjk1-- Xmjkl- - Xmjkn

Fig. 2.11: Esquema del disefio experimental completamente anidado de cuatro factores para
cada nivel de concentracién N

Tabla 2.6: ANOVA para un disefio completamente anidado de 4 factores

Fuente Media cuadratica gdL Estimador de Varianza
~ (<~ = 2 2
. q-p«n'Z(Xi—Xj o g-p-n-ci+p-n-cz+ | MS,-MS,
& MS; = —— - —— tn-o2 42 a-p-n

m_
o~ NG, v
N pn- (xij —xi) MS, —MS,
% MS, ; ; m-(g-1) p~n'cg+n~c§+ci 7}3.”
= ’ m-(q-1)
" moa P,
= n- (Xijk—Xij) MS; -MS
§ VS, Z‘ ; kZ:;‘ m-g-(p-1) n-o3 +0; 73n :
3=

. m-q-(p-1)
< m q p n _ v
B Z Z(Xijkl_Xijk) 2
s MS, = =b L kel nel m-q-p:(n-1) Gy MS,
- ! m-g-p-(n-1)

Si solo se desea estimar la repetibilidad y reproducibilidad se puede utilizar el disefio
de experimentos de dos factores con n valores por celda indicado en la norma UNE
82009-2:99 para ejercicios interlaboratorio. La Tabla 2.7 recoge las expresiones
matematicas y cdlculos intermedios para la estimacién de la precision, en términos de
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varianza (ASTM E691, 2009, SEQC, 2009, UNE 82009-2, 1999; Vander Heyden et al.,
2007).

Tabla 2.7: Calculos para la estimacion de la precisidon segln la UNE 82009-2 para un ensayo
interlaboratorio

Fuente Media cuadratica gdL Estimaciones insesgadas Varianza
2,2
22| (e
- = & n -l xi—x p
5 S 5 ,Zl: U Y n? MS, —MS,
_ = . p
v 2 9o MSL = p-1 — 1 i=1 =
g 8Z p-1 n=—"_>n- n
= = —1 - p
ol Y p i=1
e £ Zni
i=1
MS,
3 PN o2 p
N T ! ) r 2
53 IDITE I p Y0
o =l = i=1
E 8 I MS=""y N=2n, R —
& i=1 -1
i=1

Esta norma, adaptada a un ejercicio intralaboratorio, permite estimar la repetibilidad,
s, Yy la reproducibilidad intermedia, sg, esta ultima como combinacién de la
reproducibilidad intralaboratorio, s, y la repetibilidad.

La ubicacidn de los factores en un disefio experimental completamente anidado o
jerdrquico se realiza de forma que aquellos mas afectados por efectos sistematicos
deberian situarse en los niveles jerarquicamente mds altos, colocando los restantes
factores a ensayar tanto mads abajo cuanto menor sea su previsible contribucién a la
variabilidad de la respuesta. El factor ubicado en el nivel jerarquico inferior se
considera variacion residual (UNE 82009-3, 1999). Por tanto, se espera que los valores
de las medias cuadraticas aumenten desde el nivel inferior hasta el nivel superior del
disefio, de modo que al restar a cada nivel el inmediatamente inferior, la varianza
estimada debida a cada factor ensayado serd positiva. Sin embargo, estas premisas no
siempre se cumplen ya que en muchos casos no se conoce de antemano la magnitud
de la contribucidon de cada factor del disefio experimental a la varianza total. Puede
suceder que el efecto de factores no controlables (factores de ruido) sea mayor que el
efecto de los factores ensayados en el disefio, lo que provoca una gran variabilidad en
los resultados de las medidas replicadas para los mismos niveles de los factores
controlados. Esto da lugar, en ocasiones, a estimaciones negativas de la varianza para
algunos factores situados en los niveles mas altos del disefio (Vander Heyden et al.,
1999). Igualmente, el ANOVA aplicado a los ejercicios interlaboratorio puede generar
valores de varianza entre los laboratorios menores que la varianza de repetibilidad,
sf < 5,2 (Dehouck et al, 2003a; Vander Heyden et al., 2007).
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Una de las causas que dan lugar a varianzas negativas es, como hemos dicho, una
incorrecta situacion de los factores en el disefio anidado, pero también pueden darse
por la presencia de outliers, por un numero de respuestas insuficiente para una
adecuada estimacion de la varianza, o que la variabilidad de las medidas sea muy
grande por haber omitido factores influyentes que actian como ruido.

Dado que valores negativos de la varianza carecen de sentido fisico, para tratar
estimaciones negativas de este estadistico existen varias opciones:

A Detectar la presencia de outliers durante el desarrollo del disefio de
experimentos eliminandolos o repitiendo los andlisis si fuera posible.

A Aceptar la estimacidon negativa reconociendo que, para calculos subsecuentes,
los resultados pueden no tener sentido.

A Suponer que el valor verdadero de la varianza del factor es cero, es decir, un
cambio en el nivel del factor produce una variacién insignificante en los
resultados; la varianza estimada para ese factor no estara, por tanto, incluida en la
varianza total de reproducibilidad (Boti et al., 2007; Kuttatharmmakul et al., 1999;
Nguyen Minh Nguyet et al, 2004; Maroto et al, 2001a; Prado et al., 2009).

A Aplicar un modelo estadistico distinto, por ejemplo, combinando las varianzas
obtenidas o aplicando el modelo de maxima verosimilitud restringida (REML)
(Ellison et al., 2012; Vander Heyden et al., 1999).

A Una opciéon mas drastica supondria repetir de nuevo el disefio de experimentos,
recolocando los factores o aumentando el nimero de niveles de los factores y/o
réplicas para tener mas datos y estimar mejor las varianzas.

Cuando no se dispone de datos suficientes para una evaluacién fiable de la precisién se
puede hacer una estimacidn a partir de la ecuaciéon de Horwitz (Horwitz, 1982). Esta
ecuacién modela una reproducibilidad tedrica, llamada de Horwitz, sy, en funcién de la
concentracién, ec. 2.34 y ec. 2.35, relacionando la variabilidad de los resultados
obtenidos en pruebas interlaboratorios en funcién de la concentracién del analito en
muestras. El modelo es independientemente del analito, de la matriz, del método, y
del tiempo de analisis (Albert, 1997). La curva es de gran ayuda en la interpretacion de
resultados permitiendo comparar la precision estimada por el laboratorio y la predicha
por la ecuacién de Horwich o para fijar los objetivos de calidad.

%DER,, = 2(-05100C) ec. 2.34

sy =0.02.CO8% ec. 2.35

La concentracion, C, se expresa como fraccion decimal (p.e. para 1 mg-L* =10° g-g?)

Para un laboratorio concreto, suelen ser aceptables valores de reproducibilidad, como
deviacidn estandar relativa, sg, de 0.5 a 2 veces el valor predicho por la ecuacion, sy. Se
ha encontrado, ademas, que la variabilidad de laboratorio, s,, se espera que sea de 1/2
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a 2/3 de la variabilidad entre laboratorios, sz (AOAC, 2002a; Boyer et al., 1985;
Horwitz, 1982; Hund et al., 2003).

Pero el modelo de Horwitz presenta desviaciones a bajas y altas concentraciones ya
gue no se ajustan los resultados experimentales con los predichos por el modelo. El
modelo contempordneo de Thompson trata de corregirlas dividiendo Ias
concentraciones en tres zonas: (Thompson, 2000; Thompson, 2004, Thompson, 2007).

Swr =0.22:C C<1.2.107
Syt =0.02:CO% 12107 <C<0.138 ec. 2.36
s, =0.01.C%° C>0.138

Puede ser habitual examinar la diferencia observada entre dos o mas resultados de
ensayo determinados bajo condiciones de repetibilidad o reproducibilidad. Para ello es
necesario contar con alguna medida parecida a una diferencia critica, mas que una
desviacion tipica. Estos valores criticos son el limite de repetibilidad, r, y el limite de
reproducibilidad, R. El limite de repetibilidad se calcula a partir de la desviacion
estandar de repetibilidad, o; 0 s,, y el limite de reproducibilidad se calcula a partir de la
desviacion estandar de reproducibilidad of 0 sg:

r=t,-2-s, =2.8-s, ec. 2.37

R=t, /2 -5z =285 ec. 2.38

donde t, es el valor de la t de Student de una tabla de dos colas para v = cogrados de
libertad con un nivel de confianza del 95% cuyo valor es 1.96 (UNE 82009-6, 1999).

Todo el proceso de estimacion de la precisidn, niveles de concentracion, tipo de
muestras ensayadas, niveles de los factores operativos que son fuente de variacién y
desarrollo de experimentos para la estimacion de la precision deben quedar recogidos
en el informe final de validacién del método de ensayo, asi como las incidencias que
puedan afectar al resultado final (UNE 82009-1, 1998).

Deteccion de valores anomalos

A partir de los datos recogidos debe tomarse una decisiéon acerca de determinados
resultados individuales o de valores que parezcan ser inconsistentes y que pueden
hacer variar las estimaciones de la veracidad y de la precisién. Los test de deteccion de
valores andmalos mas utilizados son: los test de consistencia graficos h y k de Mandel y
los test numéricos Q de Dixon, C de Cochran y G de Grubbs.

La prueba numérica Q de Dixon es la mas habitual debido a la sencillez de los calculos.
Se basa en la comparacion de la diferencia entre el valor sospechoso y el valor mas
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proximo con todo el intervalo. En la Tabla 2.8 se recogen las ecuaciones empleadas
para el cdlculo del estadistico, Q, dependiendo del tamafo muestral. El valor Q
calculado se compara con un valor critico, Qgtico indicado en una tabla de dos colas
para un nivel de significacién ay un tamafio muestral n (Massart et al., 1997; Miller et
al., 2002).

Tabla 2.8: Test de consistencia numérico Q de Dixon

Tamafio Valor e o L
Estadistico Criterio de aceptacion
muestral, n sospechoso
< Qyo = (X2 —X1)
10 =
! (Xn - Xl)
3<n<7
X _ (Xn _Xn—l)
n 10 —
X, — X
n 1
(Xz - Xl)
Xy 1= Q < Quitico (o, n) €l valor sospechoso se toma
<< Xp1 = X1 como correcto
<n
(Xn _ Xn—l) Q > Quritico (o, ) €l valor sospechoso se toma
Xn 1= X, — X, como anémalo
n
Q _ (X3 B Xl)
X1 22 =
Xn-2 =%X1
n>13
Q _ (Xn - Xn—Z)
Xn 22 = X —x
n~— "3

Las normas UNE (UNE 82009-2, 1999) y ASTM (ASTM E691, 2009) recomiendan aplicar
test de consistencia graficos h y k y test numéricos C y G para la deteccion de
resultados anémalos obtenidos durante la realizacidn de los disefios de experimentos
(Dehouck et al., 2003b):

Aunque aplicados habitualmente a los resultados de los ensayos interlaboratorio, estos
estadisticos se pueden adaptar a medidas intralaboratorio cambiando el factor
laboratorio por el factor que se desea variar (analista, instrumento, tiempo...).

La Tabla 2.9 recoge las expresiones para el calculo de los estadisticos h y kK de Mandel.
El estadistico h (entre-laboratorios) compara el valor medio para cada nivel de
concentracién con el valor asignado. A mayor valor absoluto, /h/, menor consistencia
entre los resultados medios de un laboratorio particular respecto al resto de
laboratorios. El estadistico k (intra-laboratorio) compara, en cambio, la desviacién
tipica de las réplicas con la desviacidn tipica combinada o de repetibilidad. Si k = 1 la
variabilidad de ese laboratorio es igual a la del resto, si k > 1 su variabilidad es mayory
por ultimo si k < 1 su variabilidad es menor. Valores altos de k representan variabilidad
intra-laboratorio mientras que valores pequefios pueden indicar escasa sensibilidad en
las escalas de medicidn u otros problemas asociados a las mediciones (SEQC, 2009).
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Tabla 2.9: Test de consistencia graficos h y k de Mandel

Estadistico

Criterio de aceptacion

Xij — Xj

Si h <heico 0.05, p) €1 valor sospechoso se toma como correcto.

1%}
o h = .
= ) o _ . Si heritico (0.05, p) S D < Peritico (0.01, p) €l Valor sospechoso se toma como
— - - ~
© (_l).Z(Xij_xjj extrafio
% P4 = Si h > herisico (0.01, p) €l valor sospechoso es andmalo
T _
g Xijes el promedio de los valores de cada laboratorio,
< — . . .z .
w X; esla media general para un nivel de concentracion j
L=
p el nimero de laboratorios participantes
2 Si k <Kcritico (0.05, p, n) €l valor sospechoso se toma como correcto.
el S - /7 )
§ K=_"0 1 Pi Si Keritico (0.05, p, n) < K < Keritico (0.01, p, ) €1 Valor sospechoso se toma como
© 52 extrafio
Q Nl ) ) .
g Si k> Keitico (0.01, p, n) €1 valor sospechoso se denomina andmalo
o
2 sij es la desviacion tipica de los resultados de cada laboratorio particular
~ p el nimero de laboratorios participantes,

La Tabla 2.10 muestra los test numéricos de deteccion de resultados andmalos de
Cochran y Grubbs.

Tabla 2.10: Test de consistencia numéricos C de Cochran y G Grubbs

Estadistico

Criterio de aceptacion

Cochran

i=1

Si C < Cgitico (0.05, p, n) €] valor sospechoso se toma como correcto.

Si Ceritico (0.05, p, n) < C =< Ceritico (0.01, p, n) €] valor sospechoso se toma
como extrafio

Si C> Ceritico (0.01, p,n) €l Valor sospechoso se denomina anémalo

Es un test de valores andmalos de una cola pues solo examina el valor mas alto

Smax €S la desviacion tipica de mayor valor del conjunto

p = n2 de laboratorios participantes
n = n? de réplicas realizadas

Grubbs

Si G < Geritico (0.05, p) €] Valor sospechoso se toma como correcto.
Si Geritico (0.05, p) > G > Geritico (0.01, p) €l Valor sospechoso se toma
como valor extrafo.

Si G > Geritico (0.01, p) €] Valor sospechoso se considera valor
andémalo.

En este test los valores deben ser ordenados de forma ascendente x; = (i=1,2,3,....,p)

p el numero de laboratorios participantes
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En principio se asume que solo existen pequeiias diferencias entre las varianzas inter-
laboratorio; la experiencia, no obstante, indica que no siempre es este el caso y que
debe incluirse el estadistico de Cochran para verificar la validez de esta hipoétesis. Este
se refiere a la variabilidad intra-laboratorio y deberia ser aplicado en primer lugar. El
estadistico de Grubbs es bdsicamente un ensayo de la variabilidad inter-laboratorios
gue detecta si las observaciones mas alejadas son incompatibles con el resto. Puede
ser utilizado solo si p > 2 y alli donde el ensayo de Cochran haya detectado valores
andmalos que afectan a las varianzas (UNE 82009-2, 1999).

Estos test se aplican secuencialmente hasta la eliminacién de los outliers. En ningun
caso se deben eliminar mas de 2/9 de los valores y se deben mantener vélidos como
minimo 8 valores (AOAC, 2002a; UNE 82009-1, 1998).

Rango de medida

Durante la validaciéon se debe comprobar que el método se aplica adecuadamente
para el propdsito que se quiere, en un rango de concentracién de analito definido o
rango de medida, definido como el intervalo comprendido entre el limite de
cuantificacion y la maxima concentracién que se demuestre que se puede determinar
(Esters et al., 2006, FDA, 2000; FDA, 2001; ICH, 2005; Thompson et al., 2002). En el
caso de métodos de ensayo en que no esté permitido diluir, el limite superior del
rango de medida coincidira con el limite superior del intervalo de ensayo. En aquellos
ensayos en los que se permita la dilucion, se debe indicar la maxima dilucion permitida
(Damen et al., 2009; Khan et al., 2005; Patel et al., 2008).

Se establece inicialmente un limite superior de cuantificacién (ULQ o LS) para el rango
de medida tedrico de acuerdo a las maximas concentraciones posibles a encontrar en
las muestras reales o a la bibliografia. Una vez establecido el limite superior para el
rango de medida solo queda comprobar que es posible determinarlo con un grado de
confianza adecuado, es decir, la exactitud e incertidumbre estimadas a esta
concentracién deben estar por debajo del valor impuesto como objetivo de calidad y
no debe diferir mucho de los estimados a otras concentraciones menores (Findlay et
al., 2000; Hubert et al., 2004; Shewiyo et al., 2012).

Establecer limites superiores para el rango de medida muy por encima de los que se
puedan encontrar cominmente en las muestras reales complica la validacién pues
obliga a hacer diluciones, pudiéndose incluso superar los objetivos de calidad en
cuanto a la veracidad, precision o incertidumbre del método de ensayo.

2.3.3. INCERTIDUMBRE

Un requisito fundamental del proceso de validacion es establecer la incertidumbre de
medida del método de ensayo. Esta incertidumbre de medida viene definida en el
Vocabulario Internacional de Metrologia, VIM (BIMP, 2008) como “la estimacion que
caracteriza el intervalo de valores en el que se situa, generalmente con una alta
probabilidad, el valor verdadero de la magnitud de medida”. La estimacién de la
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incertidumbre debe contemplarse como un requisito técnico indispensable por varios
motivos (Birch, 2003; Boyer et al., 1985, UNE 82009-5, 1999): (i) como forma de
blusqueda de posibles fuentes de error; (ii) es indispensable para aquellos laboratorios
gue pretenden acreditarse seglin la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 ya que el apartado
5.4. “Métodos de ensayo y calibracion y validacion de métodos” de esta norma indica
que “los laboratorios de ensayo deben disponer y aplicar procedimientos para estimar
la incertidumbre de medida” (ILAC, 2002); (iii) porque se toman decisiones de gran
relevancia econdmica en funciéon de los resultados de los andlisis.

En general, cualquier procedimiento de medida tiene imperfecciones que llevan a un
error en el resultado. En la medida de lo razonable, dichos errores deben reducirse al
minimo controlando las variables que los provocan, o corregirse explicitamente, por
ejemplo, aplicando un factor de correccién adecuado (en los errores sistematicos). Es
imposible conocer inequivocamente la desviacion del resultado de una Unica medicién
frente al valor verdadero (desconocido) por lo que debe estimarse el rango probable
de desviacioén. Por este motivo, la expresion del resultado de una medicién solo esta
completa cuando contiene tanto el valor atribuido al mensurando como la estimacion
de la incertidumbre de medida asociada a dicho valor (JCGM 100, 2008).

La /SO elabord en 1995 un primer documento, “Guide to the expression of Uncertainty
in Measurement”, conocida como GUM, con las directrices a seguir para la estimacién
de la incertidumbre de medida. La metodologia a seguir seglin esta guia consiste en la
identificacion y cuantificacidon de las fuentes que contribuyen a la incertidumbre final,
llamadas incertidumbres tipicas. Al identificar las fuentes de incertidumbre debe
considerarse la secuencia completa de operaciones necesarias para obtener el
resultado final del andlisis. En analisis quimicos estas etapas suelen ser: preparacion de
muestras, extraccién, limpieza, concentracidon o diluciéon, calibracidn del instrumento
(incluida la preparacion del material de referencia), medida instrumental... Cada etapa
del método analitico lleva asociadas a su vez unas fuentes de incertidumbre que deben
estar claramente identificadas, determinando o estimando sus respectivas
contribuciones a la incertidumbre global (Eurachem/Citac, 2012; Eurolab, 2002; JCGM
100, 2008; Taylor et al., 1994).

Las incertidumbres tipicas, tanto si son de naturaleza aleatoria como si son errores
sistematicos, se clasifican generalmente en dos categorias, “A” y “B”, dependiendo del
método empleado para estimarlas.

Tipo “A”: la incertidumbre tipica se estima a partir de la repeticion de observaciones y
la aplicaciéon de formulas estadisticas, como se esquematiza en la figura siguiente,
(JCGM 100, 2008):
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1 n
X1, X2, X3, Xn X==) X
observaciones n 1
Media a”m:;?t'ca ‘l/ Desviacién tipica
o promedio experimental

5%(x)
Varianza
experimental

2
S(%) = sTx)
n

Desviacion tipica experimental de
la media aritmética

5 (%) 1
Varianza experimental de la ]\

media aritmética

u(x) = s(x)
Incertidumbre
tipica

Fig. 2.12 Esquema de calculo de incertidumbre tipo "A"

Tipo “B”: La incertidumbre tipica u(x) se evalta aplicando un juicio cientifico basado en
toda la informacidon externa disponible sobre la posible variabilidad de la magnitud a
estudiar. Dentro de esta categoria pueden incluirse: datos obtenidos de mediciones
anteriores, experiencia o conocimientos generales sobre el comportamiento y las
propiedades de los materiales e instrumentos, especificaciones de los fabricantes,
datos obtenidos de calibraciones y de otros certificados, bibliografia, incertidumbres
asignadas a los datos de referencia obtenidos de manuales, catdlogos... (JCGM 100,
2008).

La incertidumbre tipica de tipo “B” puede caracterizarse por diferentes tipos de
distribucion (Eurachem/Citac, 2012; JCGM 100, 2008; Meyer, 2007), siendo las mas
habituales:

A Normal, cuando la magnitud medida, X;, viene caracterizada por su media, x,y
su desviacion estandar, s. Esta distribucion es habitual en los certificados de
calibracién emitidos por el fabricante donde se indica el valor de la incertidumbre
del mensurando, /, junto con factor de cobertura, K, para un determinado grado
de confianza, a (normalmente para un a =95%, K=2), por tanto su incertidumbre
tipica u(x;) = s seria I/2.
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A Rectangular, cuando solo conocemos los limites inferior, a’, y superior, a*, de la
magnitud medida, siendo cualquiera de los valores intermedios igualmente
probables. Un ejemplo de esta distribucion rectangular seria la temperatura de un
laboratorio sin aire acondicionado, si por ejemplo en el intervalo de un afio los
extremos de temperatura registrados son 18-25°C su incertidumbre tipica seria de
3.5/13 y cubriria el 58% de los valores.

A Triangular, si igualmente conocemos los limites inferior, a” y superior, a’, de la
magnitud medida, pero los valores centrales tienen una alta probabilidad. Si
seguimos con el mismo ejemplo de temperatura de un laboratorio, pero esta vez
con aire acondicionado, y sabemos que la temperatura en un intervalo de un afio
es 2142.5°C su incertidumbre tipica seria de 2.5/\6 y cubriria el 65% de los
valores.

La Fig. 2.13 representa esquematicamente las tres distribuciones anteriormente
mencionadas.

0 (©)
a a
» o a- ) .
X R 3 > < 3 P—; 2
+25=95% X
X - »
2a . 2 .
u(x;) u(x;
| a a
u(x) =— u(x) = — ux.)= —
(%) 5 () 3 (X;) 76

Fig. 2.13: Funciones de distribucidn de datos (a) normal, (b) rectangular y (c) triangular

La asignacién del tipo de funcidn de distribucién a una fuente de incertidumbre
depende sobre todo de la experiencia del analista. En los casos en los que no se
disponga de informacién sobre la forma de la distribucién, es recomendable asignar a
la fuente de incertidumbre una distribucién rectangular para evitar que sea
subestimada.

Una vez identificadas las contribuciones a la incertidumbre de medida estas deben ser
analizadas con detalle teniendo en cuenta: (i) si realizan una contribucion significativa
a la incertidumbre total del método, (ii) se puedan estimar con fiabilidad, (iii) la
incertidumbre estimada sea concordante con el resultado de medida y (iv) el sentido
comun y la experiencia (ILAC-G17, 2002).

Una vez cuantificadas las contribuciones a la incertidumbre como incertidumbres
tipicas, se combinan seglin la ley de propagacion de errores para obtener la
incertidumbre combinada, u.. Finalmente se calcula la incertidumbre expandida, |/,
mediante la ec. 2.39:
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1=ty U2 ec. 2.39

donde ucz es la varianza combinada y t,/, , es el estadistico t de Student de dos colas
para una significacién ay v grados de libertad, calculados mediante la aproximacién
de Welch-Satterthwaite (Satterthwaite, 1941):

4

Uc

Vv =

Z“: u(x;)* ec. 2.40
i Vi
Este estadistico suele ser sustituido por un factor de cobertura K = 2 asumiendo que se
trata de una distribuciéon normal de las varianzas. De esta forma la incertidumbre
expandida asociada a la medida se corresponde con una probabilidad de cobertura de,

aproximadamente, un 95% (JCGM 100, 2008).

Mas recientemente, distintos organismos internacionales como Eurolab (European
Federation of National Associations of Measurement, Testing and Analytical
Laboratories) (Eurolab 1/2002, 2002; Eurolab 1/2007, 2007), Eurachem, ILAC
(International Laboratory Accreditation Cooperation), EA (European Co-operation for
Accreditation) y la misma /SO han propuesto, en base a la GUM, otras normas y
documentos de ayuda para la estimacion de la incertidumbre asociada a las medidas
de analisis quimicos. Dependiendo de la informacién disponible, por ejemplo, datos
obtenidos durante la validacién de un método de ensayo, datos recopilados durante la
participacion en estudios colaborativos y/o ensayos de aptitud, datos obtenidos de los
controles de calidad..., se diferencian distintos modelos para la estimacion de la
incertidumbre, algunos de los cuales se esquematizan en la Fig. 2.14.

La metodologia a seguir en la estimacion de la incertidumbre asociada a una medida
quimica es, para todos los modelos, la indicada anteriormente. Su diferencia es el
origen de la informacién para la cuantificacion de las fuentes de incertidumbre. A
continuacién se describen con detalle los modelos de estimacién de la incertidumbre
mas empleados e indicados en la Fig. 2.14.

A pesar de presentarlos de forma independiente, la tendencia actual es estimar la
incertidumbre de medida mediante la combinacion de varios modelos,
denominandolos modelos hibridos (Eurachem/Citac, 2012; Eurolab, 2007).

En la practica, los valores de incertidumbre estimados por los distintos modelos son
diferentes por varias razones: (i) establecimiento de modelos matematicos
incompletos para la estimacién de la incertidumbre, por ejemplo efectos desconocidos
o, (ii) variaciones no representativas o incompletas de las fuentes de error durante su
evaluacién. La comparaciéon de dos estimaciones es, en consecuencia, Util como
aseguramiento de la integridad del modelo. La forma mdas habitual de corregir las
deficiencias de un modelo una vez identificadas es mediante la adicién de
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contribuciones independientes una vez se ha evaluado si son significativas (/ISO/TS
21748, 2004).

v v

Modelos
intralaboratorio

Modelos
interlaboratorio

v

Modelo
estadistico

Ejercicios
NO colaborativos

Ensayos
de aptitud

Sl

Modelo
matematico

Ensayos
programados

Evaluacion de
las incertidumbres

tipicas

Evaluacion de
métodos de analisis

Evaluacion de
laboratorios

v v v v

Propagacion de Pr.opz-fgac!on de Método de validacion UNEENI22009 UNE EN ISO
errores Modelo distribuciones EUR 18405 1SO TS 21748 17043
l “bottom up” Modelo Monte Carlo l l “In-house” 1SO 13528 I
L | J

Modelos matematicos Modelos empiricos

Fig. 2.14 Esquema de los distintos modelos para la estimacion de la incertidumbre (Desenfant et al.,
2006)

Modelo por etapas o modelo “bottom-up”

Este modelo, descrito en el documento “Guide to the expression of Uncertainty in
Measurement” (JCGM 100, 2008) fue propuesto inicialmente para medidas fisicas y
extrapolado para medidas quimicas por el Foro Europeo para la Discusion de la
Quimica Analitica, EURACHEM, en una guia denominada “Quantifying Uncertainty in
Analytical Measurement” (Eurachem/Citac, 2012). Esta guia define paso a paso las
etapas necesarias para estimar la incertidumbre de un resultado (Anglov et al., 1999;
Barwick et al., 1998; Hlavay et al., 2001; Liandi, 2001):

Etapa 1: Esquematizacion del proceso de medida segln las instrucciones del
procedimiento normalizado de trabajo vigente en el laboratorio, incluyendo la
expresion matematica que relaciona los pardmetros medidos con el resultado
calculado.

Y:f(xl,XZ,Xs ..... Xi)Dy:f(Xl,Xz,X:;.....Xi) ecC. 2.41

La primera funcién describe como se obtiene el valor del mensurando Y a partir de los
valores de las variables de las que depende X. Una estimacién individual y de dicho
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mensurando se obtiene a partir de los valores estimados de las variables de entrada x;
(JCGM 100, 2008).

Etapa 2: Identificacidn de las fuentes de incertidumbre. Es una etapa critica ya que
requiere un detallado examen del procedimiento de medida. Entre las fuentes de
incertidumbre mas habituales en analisis quimico cabe mencionar (Eurachem/Citac,
2012; ILAC-G17, 2002):

A Preparacién de la muestra, incluyendo operaciones de homogeneizacidn, sub-
muestreos, secado, disolucion, extraccién, tamizado, concentracion, dilucidn,
especiacién... Todas estas operaciones son susceptibles de provocar
contaminacion o pérdida de analito causada por contaminacién de los reactivos o
del material, volatilizacién, adsorcion, contaminacidn cruzada...

A Materiales de referencia: valores de incertidumbre asociados a los patrones de
medida, MRC o MR...

A Calibracion de instrumentos y equipos de medida. Incluye la incertidumbre del
instrumento de medida, por ejemplo, incertidumbre en la medida de la masa y
material volumétrico, condiciones de medida (T2 y humedad)...

A Medida de la sefial analitica. Errores personales en las lecturas de instrumentos,
variabilidad de la senal analitica...

A Procesamiento de datos. Incluye errores derivados del cdlculo usando
inapropiados modelos de calibrado, aproximaciones y suposiciones en el método
de medida, valores de constantes y otros parametros obtenidos de fuentes
externas y usados en los algoritmos, presentaciéon de resultados, nivel de
confianza usado en las estimaciones...

A parte de las fuentes de incertidumbre debidas al método de andlisis hay que tener
en cuenta otras fuentes de incertidumbre como, por ejemplo, las condiciones de
almacenamiento de la muestra, analista...

Un diagrama de Ishikawa o causa y efecto (también llamado algunas veces diagrama
de espina de pescado) es una herramienta de gran ayuda para identificar las fuentes
de incertidumbre de un procedimiento de anadlisis o una etapa del mismo (Ishikawa,
1991).

Una vez identificadas las fuentes de incertidumbre se pueden eliminar aquellas cuya
contribucion sea despreciable o estén duplicadas y reagrupar las que tengan un origen
comun. El objetivo de reagrupar las fuentes de incertidumbre en unas nuevas
componentes es facilitar su cuantificacion a partir de los datos disponibles. Se pueden
reagrupar contribuciones con el mismo origen; por ejemplo, las incertidumbres
debidas a los errores aleatorios de cada etapa del método analitico se pueden
reagrupar en la precision de la medida. También se pueden cancelar contribuciones
debidas a errores sistemdticos cuando se determinan la magnitud por diferencia de
medidas, por ejemplo, una masa por diferencia de pesadas, (Ellison et al., 1998).

Una vez identificadas las fuentes de incertidumbre, tanto las asociadas a la expresion
matematica del mensurando como las que no aparecen explicitamente, se cuantifican
como tipo “A” o tipo “B”. A continuacién se indican algunas de las componentes
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habituales de la incertidumbre total durante el proceso de medida analitica y su forma
de estimarlas (Eurachem/Citac, 2012):

A Calibracion de los equipos de medida

En la mayoria de los casos, la contribucién a la incertidumbre final debida a la
calibracién de los equipos de medida empleados, como balanzas, material
volumétrico, espectrofotdmetros UV-vis... suele obtenerse del certificado de
calibracién como: (i) desviacién estandar de una distribucidn normal acompafiada de
una factor de cobertura, (ii) expresada como intervalo de error, asumiendo una
distribucidon rectangular limitada por dicho intervalo o (iii) distribucién triangular
cuando el valor certificado es del tipo “Valortincertidumbre”.

A Medida de volumen

Esta magnitud de entrada estd compuesta por tres componentes principales: una
debida a la calibracidn del material volumétrico a 20°C; una segunda componente, la
repetibilidad, debida a la variabilidad durante el llenado del material volumétrico hasta
la marca por el analista, y la tercera debida a la diferencia entre la temperatura de
calibracién del material volumétrico y la temperatura durante su uso. La incertidumbre
tipica de calibracidn se puede estimar de dos formas: si se ha optado por calibrar el
material volumétrico se estima a partir de la informacidn obtenida durante el proceso
de calibraciéon; o, si no se ha calibrado el material, se puede hacer una estimacion
aproximada a partir de la tolerancia indicada por el fabricante, considerdandola una
distribucidon rectangular. La repetibilidad es una contribucién tipo “A” y suele
estimarse experimentalmente mediante el llenado y pesado del material volumétrico
repetidas veces (n>10). Las fluctuaciones de la temperatura del laboratorio conllevan
variaciones en el volumen del disolvente empleado, normalmente agua, y por tanto
variaciones en la concentracion de la disolucidn final. La variacion de la temperatura da
lugar a variaciones del volumen de acuerdo a la siguiente relacién:

u(V) =V-y-u(T?) ec. 2.42

donde V el volumen del material volumétrico a calibrar, y el coeficiente de expansién
ctibica del disolvente, 2.1-10” °C para el caso del agua a 20°C. El coeficiente de
expansion del vidrio es mucho menor y por tanto no se tiene en cuenta, pero para el
material volumétrico de plastico este coeficiente es similar al del liquido y por tanto no
deberia despreciarse. La influencia de la temperatura, u(T9) seguira una distribucion
triangular si el laboratorio dispone de un sistema de climatizacién que mantenga la
temperatura controlada, o rectangular si no lo tiene. Una contribucion que
habitualmente no se tiene en cuenta es el envejecimiento del material volumétrico;
este proceso se agrava y debe tenerse en cuenta cuando las disoluciones preparadas
son fuertemente alcalinas (Meyer, 2007).
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A Medida de masa

Esta magnitud estd afectada por contribuciones como la repetibilidad, falta de
linealidad en el rango de medida, sensibilidad, resolucién... Normalmente las que mds
afectan a la incertidumbre de medida suelen estar incluidas en la incertidumbre de
calibracion de la balanza. De este modo, la forma mas eficiente de evaluar la
incertidumbre tipica de la medida de masa es a partir de la incertidumbre indicada en
el certificado de calibracién de la balanza. Es una contribucién que suele afectar
minimamente a la incertidumbre total excepto cuando se pesan productos muy
voldtiles o propensos a cargarse eléctricamente. En este caso se deben realizar
experimentos adicionales de repetibilidad.

A Pureza de reactivos y concentracién de disoluciones patrén

Cuando un reactivo quimico es empleado para elaborar una disolucién patrén se debe
tener en cuenta su pureza para obtener la cantidad real de sustancia pesada. La pureza
del reactivo, por tanto, es una contribucién a la incertidumbre final. Si la pureza
certificada por el fabricante del reactivo quimico viene expresada como un valor
central con un intervalo (por ejemplo 99.8%+0.1%), se considerard una distribucién
triangular, pero si se expresa como un rango de valores (por ejemplo 99.7%-99.8%)
entonces se considerara del tipo rectangular. Cuando el certificado del reactivo no
contiene informacion acerca de la incertidumbre pero indica que la pureza es superior
a un valor dado (por ejemplo > 99.8%) se considerara el intervalo desde el valor
minimo hasta el 100% (99.8-100) como los limites de una distribucidn rectangular. Si el
certificado de analisis solo indica un valor de pureza, por ejemplo 99.98, esto significa
gue este valor estard centrado en un intervalo 99.98+a que el analista debera decidir,
por ejemplo, una o varias unidades de la ultima cifra significativa o un porcentaje del
valor certificado. Las disoluciones patrén comerciales suelen venir acompafiadas de un
certificado que indica la concentracidn y su error junto con un factor de cobertura por
lo que se asume una distribucion normal; de lo contrario, el error indicado se
corresponde con los limites de una distribucion rectangular (Meyer, 2007; van Look et
al, 2002).

A Masas atémicas y moleculares

Solo en algunas técnicas analiticas, como por ejemplo las volumetrias, aparecen las
masas atdmicas o moleculares en la ecuacion del mensurando, las cuales deben ser
consideradas como contribucion a la incertidumbre. También aparecen en las
ecuaciones de cdlculo de concentracion cuando el analito es solo una parte del
compuesto quimico, por ejemplo en la concentracién de cloruro preparada a partir de
una sal sddica (Meyer, 2003). Para el calculo de esta incertidumbre la IUPAC publica
regularmente los pesos atémicos y sus incertidumbres, las cuales deben ser tomadas
como distribuciones rectangulares (Coplen, 2001; de Laeter et al., 2003, Wieser et al.,
2009; Wiese et al., 2011).
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A Recta de calibrado

En el apartado de linealidad se indicd que se empleara la técnica de regresion Modelo |
para generar la ecuacién que relaciona la respuesta analitica con la concentracion y asi
obtener la concentracion xp de analito en una muestra la cual origina una respuesta
observada en el instrumento, y,. Este modelo asume que la principal fuente de
incertidumbre a considerar para esta concentracidén, xp, es la variaciéon de las
respuestas de los patrones de calibracion, y;. La determinacién del error en la
concentracion debido a estas variaciones, u(xp,y), es extremadamente compleja y
normalmente se emplea la siguiente fdrmula aproximada:

1, (Vo -y) _Se. (X x)

S 1
U(Xg,y) = —=- | —+= =
0 b \m n b2~2(xi—x)2 b \ Z(' x)? ec. 2.43

m el nimero de lecturas realizadas para obtener y, y los otros simbolos tienen su
significado habitual (Massart et al., 1997; Miller et al., 2002).

El Modelo I de calibracion considera despreciables los errores en las concentraciones
de x; comparadas con los errores de las respuestas y;. Esta afirmacién se puede
comprobar de varias formas:

<4+ suponer que el error en x, debido a las variaciones en la concentracion de los
patrones de calibracién es despreciable frente a la variacién de sus respuestas,
u(xo, Xi) << u(xg, y); esta contribucion puede estimarse de forma aproximada
como:

U(Xg,X;) = ec. 2.44

u(x;)
n

siendo u(x;) la incertidumbre tipica del patrén de calibrado mas préximo al valor
de xp y n es el nimero de patrones empleados para realizar la linea de calibrado
(Eurachem/Citac, 2012).

4+ comparar la pendiente, b, de la recta de calibrado obtenida de acuerdo al
Modelo 1, con la obtenida mediante el Modelo Il que supone que los errores en
las concentraciones de los patrones de calibracién no son despreciables

b(Modelol)

b(Modeloll) ~ 5

1- ec. 2.45

sX

donde s es la varianza de x, y s2=>(x; —x)? /(n—1). Relaciones de las

varianzas mayores de 0.2 suponen que el efecto de las variaciones de la
concentracion son significativas y no deben despreciarse (Massart et al., 1997).
Esta verificacion es solo valida cuando el rango de x; es similar a las posibles
variaciones de x,.
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Etapa 3: Estimaciéon de la varianza combinada, ucz. Esta es el resultado de la
combinacién de las contribuciones de todas las fuentes y contiene toda la informacién
esencial sobre la incertidumbre del mensurando. La contribucion uj(y,x;) de cada fuente
a la incertidumbre combinada depende de la incertidumbre tipica u(x;) de la propia
fuente y del impacto de la fuente sobre el mensurando, denominado coeficiente de
sensibilidad c;:

ui(y, X)) = ¢; - u(x;) ec. 2.46

El coeficiente de sensibilidad asociado a la estimacidn de entrada x; se calcula como la
derivada parcial de la funcién modelo con respecto a X; evaluada para las estimaciones
x; y describe el grado en que la estimacidon de salida se ve afectada por variaciones en
la estimacidn de entrada.

Ci = o ec. 2.47
X

Suponiendo que las variables de entrada, x; son aleatorias e independientes, la

combinacién de las diferentes contribuciones, uiy,x;), mediante la ley de propagacion

de incertidumbres da como resultado la varianza combinada, ud(y,(xyXs,...)*= uc,

(JCGM 100, 2008).

2

oY

uc(y,(xl,xz,...))z = Z[@X] Uy = u(z; ec. 2.48
i i

La ec. 2.48 se puede simplificar dependiendo del tipo de funcion matematica que
relaciona las variables de entrada. La Tabla 2.11 resume las ecuaciones simplificadas
para las funciones mas frecuentes encontradas en analisis quimico (Eurolab, 2002).

Tabla 2.11: Reglas de propagacion de errores para la estimacion de incertidumbre

Funcién que define el mensurando Varianza combinada
y = f(X1, X0, X3.... X)) U (Ys (Xg, X,0.))7 = U2
y =Ko +ky X +Ky - Xy +Kgz X3 ug(y) = X/u(xl)z +U(X5)? +U(X5)? ...
X1 X 2 2 2 2
y=k, - 72 U (y) = y- u(xy) N u(x;) - u(Xp-1) N u(x,)
- XngXp L x X, Xna Xn
u(x
y=x" Ue(y) = y-n- 2
X
y=Inx )=
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A la ec. 2.48 se le afiaden las contribuciones a la incertidumbre no implicitas en la
ecuacién matematica, u,’ .

2
U, :Z(;\((J uf + ) ud ec. 2.49
i |

Etapa 4: Calculo de la incertidumbre expandida, /, de acuerdo a la ec. 2.39.

Entre las ventajas de la aplicacién de este modelo cabe destacar que es relativamente
menos costoso pues la estimacidn de la incertidumbre se realiza exclusivamente a
partir de datos recopilados en el laboratorio. En segundo lugar, algunas etapas del
método aportan informacién para ser utilizada por otros métodos como, por ejemplo,
la preparacion de disoluciones (Maroto et al.,, 2002a). Por ultimo, el hecho de
identificar y cuantificar todas las fuentes de incertidumbre del método analitico
supone la obtencién de informacién de las etapas del método que mas contribuyan a
la incertidumbre final del resultado, lo que permitiria actuar para su reduccion,
(Rodomonte et al., 2006; Williams, 1996).

En cuanto a los inconvenientes de este modelo debe resaltarse su complejidad, dado
gue el elevado nimero de operaciones y de fuentes de error de los métodos analiticos
hacen que sea muy tedioso, cuando no dificil, identificar o estimar correctamente la
incertidumbre. Otro inconveniente es que se realizan muchas suposiciones no siempre
ciertas al asignar distribuciones de probabilidad para estimar algunas componentes de
la incertidumbre (JCGM 100, 2008). Generalmente no suele ser practico cuantificar
todas las fuentes de incertidumbre asociadas a cada tipo de ensayo y muestra debido a
la laboriosidad del modelo y, a veces, se invierte tiempo y recursos en cuantificar
fuentes de incertidumbre que son despreciables. Otro inconveniente es el riesgo de
ignorar contribuciones significativas a la incertidumbre total (Rodomonte et al., 2006;
Vissier, 2002; Vissier, 2004; Wampfler et al., 2009).

A pesar de sus limitaciones, el modelo “bottom-up” ha sido ampliamente usado para
estimar la incertidumbre (Anglov et al. 1999; Barwick et al., 1998; Liandi, 2001; Hlavay
et al., 2001). Ademas, se aplica de forma habitual a la estimacion de la incertidumbre
de disoluciones y de métodos primarios (King, 2000; Richter, 1997), o de las medidas
proporcionadas por los equipos empleados durante la aplicacién de los métodos de
ensayo.

En un intento de simplificar el cdlculo de incertidumbre para métodos de ensayo que
se aplican de forma rutinaria, se han desarrollado otros modelos de estimacion de la
incertidumbre que consideran efectos agrupados. Estos modelos se describen a
continuacion.

Modelos basados en la informacion de ejercicios interlaboratorio

Estos modelos estiman la incertidumbre a partir de la informacién obtenida en los
estudios de intercomparacion de laboratorios. La norma UNE-EN ISO/IEC 17043 define
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estos como /a organizacion, realizacion y evaluacion de mediciones o ensayos sobre un
mismo item o items similares por dos o mds laboratorios de acuerdo con condiciones
predeterminadas (UNE-EN ISO/IEC 17043, 2010). Segun el objetivo del estudio, estos se
pueden clasificar en estudios colaborativos, ensayos de aptitud y estudios de
certificacion (Horwitz 1995; Hund et al., 2000; Valcdrcel et al, 1992).

A El objetivo de los estudios colaborativos (method performance studies) es que
una serie de laboratorios seleccionados validen un determinado método de
analisis valorando los parametros de calidad al aplicar escrupulosamente el
protocolo de dicho método (UNE 82009-2, 1999).

A Los ensayos de aptitud (proficiency tests) son estudios conducidos por un
laboratorio de reconocido prestigio para llevar a cabo ensayos o mediciones
especificos entre un grupo de laboratorios en el que uno o mas materiales son
analizados mediante los métodos empleados por cada laboratorio, con el
propdsito de comparar el resultado de cada uno de ellos y demostrar el
desempefio de los laboratorios para llevar a cabo ensayos o mediciones
especificos (Horwitz, 1988; UNE EN ISO/IEC 17025, 2010). Otro de los objetivos es
validar las estimaciones de la incertidumbre declaradas por cada laboratorio,
comprobando que el valor consensuado esta incluido en el intervalo de valores del
laboratorio (EA-4/16, 2003).

A Los estudios de certificacién estdn encaminados a determinar el contenido de
uno o varios analitos en un material y certificarlo, mediante la participacién de
laboratorios de alto nivel. La determinacién del parametro a certificar se lleva
cabo empleando diversas técnicas, métodos y procedimientos, y la informacion
requerida por el organismo organizador es mas detallada que la solicitada en los
otros ejercicios de intercomparacién (UNE EN ISO/IEC 17043, 2010; Compaiid
Beltrdan et al., 2002; Heydorn, 2006).

La estimacién de la incertidumbre a partir de ensayos interlaboratorio se puede dividir
en dos modelos distintos dependiendo del tipo de ejercicio interlaboratorio del que
obtengamos la informacién: (i) modelo “top-down”, propuesto por el Analytical
Methods Committee de la Royal Society of Chemistry, el cual estima la incertidumbre a
partir de la informacién obtenida en los estudios colaborativos (UNE 82009-1, 1998;
UNE 82009-3, 1999); y (ii) modelo que estima la incertidumbre a partir de los
resultados de los ensayos de aptitud.

“Top-down”

Este modelo es una alternativa a la cuantificacion de la incertidumbre donde el
laboratorio es visto, desde un “nivel superior”, como miembro de una poblacién de p
laboratorios siendo p,i,=8-15 (UNE 82009-1, 1998). En la Fig. 2.15 se muestra como, en
este modelo, el error sistematico debido a los laboratorios, g, Yy €l error debido a la
realizacion de series de medidas en cada laboratorio, J.e, S€ COnvierten en errores
aleatorios, al igual que el error cometido durante la realizacion de medidas replicadas,
g, de modo que se simplifica la estimacidn de la incertidumbre. El sesgo del método,
Omet Seria por tanto el Unico error sistematico.
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Fig. 2.15: Tipos de errores asociados a un resultado segun la aproximacion “top down” (Maroto, 2002)

Por tanto, la medida analitica se desglosa como sigue (AMC, 1995):
X=H+8met +Sjap + Sserie + € ec. 2.50

donde u es el valor verdadero y € es el error aleatorio del laboratorio. Cada uno de
estos errores lleva asociada una varianza: varianza de los laboratorios, o/s°, varianza
de la serie, ose,;ez y varianza asociada al error aleatorio de cada laboratorio, 052, las
cuales son estimadas mediante el ejercicio interlaboratorio. Las varianzas debidas a los
laboratorios y serie de medidas representan la varianza interlaboratorio, o, ec. 2.51y
o, la varianza intralaboratorio bajo condiciones de repetibilidad (ISO/TS 21748, 2004;
UNE 82009-2, 1999).

GE = Ggerie + Géb ec. 2.51

Es de esperar que Vord tenga diferentes valores en diferentes laboratorios debido a
diferencias tales como las habilidades de los operadores, pero se asume que para un
método de analisis adecuadamente estandarizado tales diferencias entre laboratorios
serian pequefias. De este modo se estableceria un valor comun de la varianza
intralaboratorio para todos los laboratorios a través de la media aritmética de las
varianzas intralaboratorio. Este valor comun se llama varianza de repetibilidad y se
designa como 052 = crz.

Si u(0) es la incertidumbre del método, la varianza de los valores obtenidos por los
participantes se expresaria como:
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2 2 2 2 2 2 2 2 2
us(x) = uc =u (8)+Gsen’e +Gjgp +0; =U (6)+GL + 0y ec. 2.52

De este modo la varianza de reproducibilidad, O'RZ seria la suma de la varianza de
repetibilidad y de la varianza interlaboratorio:

0% =0l +0? ec. 2.53

En estas ecuaciones o representa el valor verdadero de la desviacidn tipica
poblacional. En la practica, estas desviaciones no se conocen con exactitud debido a
qgue se utilizan poblaciones limitadas por lo que deben hacerse estimaciones a partir
de desviaciones muestrales, s:

U2 = U?(8) + SZp + S2eries + 52 ec. 2.54

Haciendo uso del error estandar de la media, la incertidumbre estandar de la media de
pxgxn mediciones realizadas como n repeticiones, realizadas en g series de medidas
por cada uno de los p laboratorios se puede entonces estimar como (Dehouck et al.
2003a; Dehouck et al., 2003b; Hund et al., 2001; Marini et al., 2005b):

- s, s s?
u?(x) = u? = u?(8) + —lab | Zseres | O ec. 2.55
p pqg pan

Las formulas para la estimacién de las desviaciones, s, en los ensayos de
intercomparacion estan recogidas en el Apartado 2.3.2.

Por ultimo la estimacién de la componente debida al sesgo, u(?), se estima a partir de
los datos del mismo ejercicio de intercomparacién teniendo en cuenta que los
participantes deben analizar un material de referencia al que se le asigna un valor L,
con una incertidumbre asociada u,. De este modo, el error del método o sesgo, J, serd
la diferencia entre la media de los promedios de los participantes, X, y el valor
verdadero, u.

Bzi—u ec. 2.56

La incertidumbre de método, une;, Se estima a partir de la siguiente expresion (Ellison,
1998; Hund et al, 2001):

Umet = U(3) = \ Sg + Uﬁ ec. 2.57

siendo ss la desviacién estandar del sesgo obtenido a partir de los resultados del
ensayo de aptitud (Ellison, 1998; ISO/TS 21748, 2004, UNE 82009-4, 1999):
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ec. 2.58

El sesgo del método sera significativo y se incluird en la ecuacién ec. 2.52 si se cumple
que (UNE 82009-6, 1999):

- n-1
‘x - p_‘ > 8eitico = 2 . |SB — 82 [) ec. 2.59

3 n

Otros autores indican el siguiente criterio para comprobar que el sesgo del método es
significativo (Hund et al., 2001; Maroto, 2002):

‘i— u‘ > 8o = 2+ 1 (5) ec. 2.60

Ensayos de aptitud, PT's

El segundo tipo de ejercicios interlaboratorio empleado para la determinacién de la
incertidumbre de un método de analisis son los ensayos de aptitud o Proficiency Test,
PT. Inicialmente se concibieron para la revisién periédica del rendimiento global de un
laboratorio (UNE EN ISO/IEC 17043, 2010; EA-3/04, 2001) pero, ademas, los resultados
obtenidos se pueden utilizar para comprobar la incertidumbre evaluada ya que la
dispersion de las diferencias entre los valores registrados y los valores asignados
obtenidos en repetidas rondas, proporciona una base para la evaluacidon de Ia
incertidumbre del método de ensayo (Eurolab 1/2002, 2002; EA-4/16, 2003).

La norma UNE 17043 especifica tanto los requisitos técnicos que deben cumplir los
ensayos de aptitud (valor asignado, disefio estadistico, métodos analiticos a emplear...)
como las competencias de los proveedores de los mismos (planificacion, preparacién
de muestras, emisién de informes...) (AMC, 2010; UNE-EN ISO/IEC 17043, 2010;
Thompson et al., 2006). Por su parte, la norma internacional ISO 13528 (ISO 13528,
2005) describe los métodos estadisticos aplicables a estos ensayos, cuyas etapas
principales son: i) determinacién del valor asignado, ii) cdlculo de estadisticas de
desempenio, iii) evaluaciéon del desempefio y iv) determinacion preliminar de la
homogeneidad y estabilidad del item sometido al ensayo de aptitud.

En primer lugar se necesita un material de referencia a ensayar con una caracteristica
perfectamente definida por el mensurando junto con su incertidumbre. En segundo
lugar, los resultados obtenidos por los laboratorios participantes en el PT, tras el
analisis del material de referencia, se transforman estadisticamente para facilitar su
interpretacién y evaluar su desempefio. Este tratamiento estadistico da lugar a un
valor de referencia, u, el cual viene acompafiado de una incertidumbre, u,, y una
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desviaciéon estandar, desviacién robusta del PT, opr, con la que se evalla las
desviaciones de los participantes respecto al valor asignado. El desempeiio de los
laboratorios se evalla puntuando los resultados de los estadisticos obtenidos, (ver
Apartado 2.3.4.) que posteriormente son representados graficamente. Un punto
importante es la determinacién preliminar de la homogeneidad y estabilidad de la
muestra de ensayo con el fin de asegurar que el o los mensurandos no cambian
durante el trascurso del estudio.

Los resultados obtenidos por un laboratorio participante en diversos PT’s pueden ser
una buena base para la estimacién de la incertidumbre de medida si cumplen las
siguientes condiciones: (i) las muestras de ensayo del PT sean razonablemente
representativas de las muestras de rutina en cuanto al tipo de material y rango de
valores del mensurando; (ii) los valores asignados tienen una apropiada incertidumbre;
(iii) el numero de rondas de PT’s en las que ha participado el laboratorio es lo
suficientemente elevado para obtener una estimacién fiable; es recomendable un
minimo de seis ensayos diferentes en un periodo de tiempo adecuado; (iv) cuando se
emplean los valores de consenso, el nimero de laboratorios participantes debe ser
suficiente para la caracterizacion fiable del material objeto de estudio
(Eurachem/Citac, 2012).

Para este modelo aun no hay acuerdo de cémo estimar la incertidumbre; sin embargo,
el mas difundido es el desarrollado por los paises ndrdicos en la guia NORDTEST
(Eurolab, 2007, Magnusson et al., 2011). Segun esta guia las contribuciones de mas
peso a la incertidumbre son las debidas a la falta de veracidad y precisién. A partir de
las estadisticas de desempeiio se obtiene si el sesgo obtenido es significativo y se
estima la incertidumbre asociada a ese error segun la siguiente ecuacion:

2 2.61
UEZ\ N +u“ ecC. Z.

siendo 6 la diferencia entre el valor promedio de las medidas replicadas realizadas por
el laboratorio participante y el valor de referencia, y, N el numero de PT's y u, es:

ec. 2.62

donde spr es la desviacidon robusta obtenida en el PT y p el nUmero de participantes en
cada ronda de PT’s.

Para el cdlculo de la incertidumbre combinada habria que afiadirle la contribucion
debida a la falta de precisién dentro del laboratorio, u,, de modo que la incertidumbre
de un laboratorio se estimaria de la siguiente forma (Detaille et al 2006; Eurolab
1/2007; Magnusson et al., 20011; Medina Pastor et al., 2011; Ndykki et al., 2012):
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Ue =l +u? ec. 2.63

La desviacion estandar obtenida de las medidas replicadas de la muestra a ensayar en
un PT por un laboratorio dado no es empleada habitualmente para la estimacién de la
falta de precisidn del laboratorio pues excluye fuentes de incertidumbre importantes.
En su lugar se suele emplear datos obtenidos de ensayos intralaboratorio, controles de
calidad internos o externos, analisis de MRC... (Fisicaro et al 2008; Mdkinen, 2009).

Maroto et al. proponen otro modelo para la estimacion de la incertidumbre de un
laboratorio a partir de los resultados obtenidos en los distintos PT’s a los que se
presenta. En primer lugar, calcula un coeficiente de proporcionalidad, r;, para cada PT
como cociente entre el resultado del laboratorio, C, y el valor de consenso o corregido,
Ceorr- La expresion para calcular la incertidumbre combinada del laboratorio se obtiene
mediante la aplicaciéon de la ley de propagacion de errores al resultado analitico
corregido entre el coeficiente de proporcionalidad promedio del laboratorio (Maroto
et al., 2005; Companyo et al., 2008).

Ceor = % ec. 2.64
C C u(©) ? u(r) ? Ceor St 1 1 ec. 2.65
U( cor)—ulab_ cor'\[cj + T _fx _|_H 2.

Otra forma de estimar la incertidumbre de un laboratorio a partir de los resultados
acumulados de PT’s es mediante la desviacion estandar de los sesgos (Patriarca et al.,
2006) o recuperaciones, (Teixeira et al., 2012).

Algunas de las ventajas mas importantes de la aplicacion de los modelos basados en la
informacion de los ejercicios interlaboratorio son su aplicaciéon general y no individual
0 por muestra y su sencillez de aplicacién, pues estima la incertidumbre globalmente
sin tener que identificar y cuantificar cada una de las fuentes de error de un
procedimiento analitico. Ademas incluye todas las fuentes de error sistematico y
aquellos factores individuales desconocidos (Rodomonte et al., 2006).

En general, los ensayos interlaboratorio no se realizan con la frecuencia suficiente
como para proporcionar una buena estimacion de la incertidumbre, ya que no se
ofertan ejercicios para el tipo de muestra y método analitico empleados por el
laboratorio. Los resultados de los otros laboratorios participantes, o las diferencias
entre medidas pasadas y condiciones actuales del laboratorio pueden implicar que en
algunos casos la incertidumbre final estimada para el método no sea representativa de
la incertidumbre real de un laboratorio individual (EA-4/16, 2003; Quintela et al.,
2012).
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Usualmente, la naturaleza de las muestras de ensayo analizadas en los sucesivos
ejercicios interlaboratorio varia, por lo que es dificil acumular datos representativos
para caracterizar bien las muestras de ensayo. Por otra parte, en muchos programas la
falta de materiales de referencia trazables similares a materiales de referencia
certificados conlleva el empleo de valores consensuados para evaluar el
funcionamiento de los laboratorios. Esto supone que los resultados son propensos a
sesgos ocasionales originando valores aparentemente andmalos de los laboratorios
individuales (EA-4/16, 2003).

A pesar de su limitada utilidad en la evaluacion de la incertidumbre, los ejercicios
interlaboratorio son muy Uutiles en el caso especial de que: los objetos de ensayo
utilizados sean similares a los analizados habitualmente por el laboratorio, los valores
asignados en cada ronda sean trazables a valores de referencia adecuados, o en caso
de que la incertidumbre asociada al valor asignado sea pequefia comparada con la
dispersion observada de los resultados (Fisicaro et al., 2008; EA-4/16, 2003).

Estos modelos incluyen las fuentes principales que contribuyen a la incertidumbre sin
embargo otras fuentes que deberian considerarse son: la toma de muestras, posibles
pre-tratamientos de la muestra, falta de homogeneidad, variaciones en las condiciones
de medida, cambios en el tipo de muestra... (EA 4/16, 2003; Ellison et al., 1998; ISO/TS
21748, 2004).

Modelo basado en la informacion obtenida durante la validacion

En la practica, la idoneidad de los métodos de ensayo utilizados para realizar ensayos
rutinarios suele comprobarse por medio de estudios de validacién y verificacién del
método. Los datos obtenidos de estos estudios sirven para evaluar la incertidumbre de
los métodos de ensayo mediante la identificacion de las fuentes de incertidumbre
generales tales como precisién, veracidad... Este modelo, propuesto por la Unidn
Europea en el documento EUR 18405 EN (Comision Europea, 1998b), se basa en la
identificacion y cuantificacidon de las fuentes de incertidumbre generales a partir de la
informacién obtenida durante los procesos de validacién de los métodos de analisis
(Dias et al, 2008; Maroto et al., 2001a; Maroto et al., 2001c; Maroto et al., 1999b; Pau
etal., 2001).

En este modelo, las contribuciones a tener en cuenta o incertidumbres tipicas son las
siguientes:

A Incertidumbre originada por el proceso analitico debido a la falta de precisién del
método analitico, Uprecisisn-
Una de las caracteristicas técnicas fundamental evaluada durante la validacién es la
precision del método de ensayo. Se estima como incertidumbre tipica tipo “A“ a partir
de la varianza de reproducibilidad, szrep,oducib,/,dad. Esta se puede obtener de acuerdo a
las ecuaciones descritas en el Apartado 2.3.2.
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A Incertidumbre debida al sesgo del método, Uyeracidad-

Para expresar como incertidumbre la falta de veracidad estimada durante la validacién
del método se emplean diferentes expresiones matematicas dependiendo de la forma
en que se haya expresado el sesgo.

Si la informacion disponible de la veracidad del método de analisis se ha obtenido a
partir de un reducido nimero de medidas, la incertidumbre de veracidad, Uveracidad, S€
estimara aplicando la ley de propagacién de errores a la ecuacién empleada para
calcular el sesgo (Eurachem/Citac, 2012; Guevara-Riba et al., 2006; Linsinger, 2008).

Si el sesgo se expresa como error absoluto, J, la incertidumbre se estimara como:

2
, s
S=Xi—-1 = Ugmacidad = U(E) = [;] + U2 ec. 2.66

Si el valor de referencia se ha obtenido aplicando un método de referencia se estima
como (Hund et al., 2001):

3 =Xi—Xref = Ugacidad =U(d)= ec. 2.67

Si el sesgo se calcula como factor de recuperacién, R, la expresidon para obtener la
incertidumbre de R dependera de cémo se haya calculado dicha recuperacién,
(Barwick et al., 1998; Barwick et al., 2000a; Barwick et al., 2000b; Bocca et al., 2010;
Gluschke et al., 2004, Drolc et al., 2011).

R =21 = Ugacidad =UR) =R ec. 2.68
n
2
ST
[] St ’ 2.69
i_ _ i . n matriz u ec' i
R=" manz Uyeracidad = U(R) =R {|-——— | opade
Hdopado (Xi - Xmatriz)2 Hdopado

En estas expresiones, Sy simboliza la desviacién estandar de las n medidas realizadas

y u, representa la incertidumbre asociada al valor de la variable medida en el material
de referencia analizado.

Si la veracidad obtenida es una contribucion de tipo “B” se puede transformar el sesgo
estimado por el laboratorio, asumiendo que sigue una distribucién rectangular, para
expresarlo en unidades de incertidumbre de acuerdo con las ecuaciones siguientes:
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S

8§ = >
=5

ec. 2.70

Si se ha expresado el sesgo como error relativo, la expresién se transformaria en:

Er
u@®)=—-u ec. 2.71
3

A Incertidumbre asociada a las etapas de pretratamiento, Upretratamiento-

Incluye fuentes de incertidumbre no evaluadas durante la validacion de método y
relacionadas habitualmente con etapas de pretratamiento de la muestra como
filtracion “in situ” secado de muestras sdlidas, submuestreo y homogeneizacion...
Deben evaluarse de forma independiente.

A Incertidumbre asociada a otras contribuciones, Uotros.

En este término estarian incluidas contribuciones no contempladas anteriormente, por
ejemplo, la debida al muestreo si se desea incluirlo dentro del procedimiento analitico.
En el caso de estimar la incertidumbre de veracidad mediante las ec. 2.70 y ec. 2.71 la
contribucion debida a la incertidumbre del patrén o muestra de control no estd
contemplada por lo que habria que incluir un nuevo término que podriamos Ilamar
Utrazabilidad- EN €l caso de patrones quimicos preparados en el propio laboratorio, esta
contribucidn se estimaria segun el modelo “bottom-up”.

La varianza combinada del método de ensayo se estimard entonces como la suma de
las cuatro contribuciones anteriores (Valcdrcel et al, 1999).

2 2 2 2 2
Ue = uprecisién + Ueracidad + upretratamiento + Ugtros ec. 2.72

Finalmente, la incertidumbre expandida se calcula segun la ec. 2.39.

Esta estrategia es menos costosa y mas facilmente aplicable que el método “bottom-
up” pues supone poco esfuerzo adicional ya que la validacion del método debe
realizarse en todo caso y, en el caso de validar el método para un rango de
concentraciones, se obtiene una funcién que relaciona la incertidumbre con Ia
concentracién, de modo que la incertidumbre de una muestra dada se obtiene
facilmente por interpolacién. Una ventaja respecto al modelo basado en Ia
participacion en ejercicios interlaboratorio es que la incertidumbre calculada tiene que
ver con la del laboratorio individual, pues se ha obtenido utilizando la informacion
generada por ese laboratorio.

Un inconveniente de estimar la incertidumbre por bloques es que no es tan inmediato
identificar las etapas criticas del método analitico y, por tanto, es mas complicado
disminuir la incertidumbre de los resultados. Por ultimo, la falta de disponibilidad en
algunos casos de materiales de referencia trazables dificulta la estimacién de algunas
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componentes de la incertidumbre por lo que es necesaria la participacion en ejercicios
de aptitud.

Modelo de simulacion numérica Monte Carlo

Los modelos anteriores evaltan la incertidumbre de medida aplicando la ley de
propagacion de la incertidumbre. El método Monte Carlo, en cambio, es un modelo de
simulacién numérica que propaga las distribuciones de las diferentes variables de
entrada a partir de un muestreo aleatorio de distribuciones de probabilidad, evitando
la necesidad de realizar calculos de derivadas parciales.

Aunque su aplicacidn a la evaluacién de la incertidumbre en el campo de la quimica
analitica es relativamente reciente el nimero de autores que lo han utilizado es ya
muy amplio (Damasceno et al., 2006; Delgado et al., 2009; Herrador et al., 2004;
Theodorou et al., 2011). El suplemento de la guia GUM describe la aplicacion del
método Monte Carlo a la estimacion de la incertidumbre de medida y establece los
casos en los que puede ser aplicable (JCGM 101, 2008,).

En la Fig. 2.16 se ilustra la estimacién de la incertidumbre de un resultado que
depende de tres variables de entrada, mediante la ley de la propagacién de la
incertidumbre utilizada por los modelos anteriores. Cada variable de entrada x; tiene
una funcion de densidad de probabilidad que se caracterizada por su media y su
desviaciéon estandar o incertidumbre asociada u,;.

X1 le K
2
Xy Uy, > Y =f(X) ugzz[;’(’] w2 =u? >y
i i
X3 ux3 >

Fig. 2.16: Diagrama de la ley de propagacion de la incertidumbre de tres variables independientes

La estimacion de la incertidumbre de acuerdo al modelo Monte Carlo se ilustra en la
Fig. 2.17, que esquematiza la propagacién de las distribuciones de tres variables
independientes que afectan a un resultado y. Cada variable de entrada estd
caracterizada por una funcion de densidad de probabilidad, FDP, g,;(¢), pudiendo ser
esta gaussiana, rectangular, t... Las tres FDP’s g,;(¢; ), i=1,2,3, se propagan a través de la
simulacién de Monte Carlo para obtener un mensurando y con FDP g,(n) que puede
tener forma asimétrica. La incertidumbre del resultado y se estima como la desviacidn
estandar de la distribucidn de salida.

67



Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

0, (&) i
Oy, (€2) i Y =f(X) Monte Carlo
- gy(n)
9
0, (22) v

Fig. 2.17: Diagrama de la ley de propagacién de las distribuciones de tres variables independientes con
distintas funciones de densidad de probabilidad

El proceso de la estimacidn de la incertidumbre utilizando la simulacién Monte Carlo,
se representa esquemadaticamente en la Fig. 2.18:

Generacion de . L
Estimacion de la

n (>100) Generacion . .
Y =f incertidumbre
=f(Xp,X5.... X)) —| valores vjpara |—| denvalores |— o — y=xI
h como desviacién
cada variables dey

estdndaruy,=o

Xi

Fig. 2.18: Proceso de estimacion de la incertidumbre por el método Monte Carlo

En primer lugar se define el mensurando y o variable de salida, y se determinan las
variables de entrada xj, X5, ..., X, que influyen en dicho mensurando. A continuacidn, se
deduce el modelo que relaciona y con x;, y=f(x;).

Para cada variable x; experimental que sigue una determinada distribucién, conocida a
priori, con una desviacién estandar o incertidumbre u;, se genera una variable
aleatoria, v;, de acuerdo al tipo de distribucién de x; (normal, rectangular, ....) (JCGM
101, 2008). Asi, si x; pertenece a una distribucion normal la variable generada se
calcularia como vj=xj+z; u;,. Se genera un numero muy elevado (n>100) de valores
aleatorios de z a partir de los que se obtienen otros tantos valores de la variable v;, con
los que se calculan los nuevos valores del mensurando y=f(v;) siguiendo el mismo
modelo matematico que con las variables originales. Se obtiene la desviacidn estandar
de los n valores de y que sera la incertidumbre de la magnitud de salida, u,. Por ultimo,
se obtiene la incertidumbre expandida, /, multiplicando u, por el factor de cobertura
K=2 al 95.45%.

Diversos trabajos han comparado el modelo Monte Carlo con modelos mas
tradicionales de estimacion de la incertidumbre (Damasceno et al., 2006; Delgado et
al., 2009; Theodorou et al.,, 2011). En general se ha observado un alto grado de
concordancia entre los resultados obtenidos por los dos tipos de modelos.
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El resultado del método Monte Carlo puede ser considerado como mas realista porque
no involucra aproximaciones ni suposiciones como, por ejemplo: ignorar la
incertidumbre de las concentraciones de los patrones en la curva de calibracién
obtenida mediante el regresién lineal, la asignacion de distribuciones normales a las
variables de entrada cuando no lo son, o la ausencia de correlacion entre las variables
de entrada.

El modelo Monte Carlo de evaluacion de la incertidumbre puede resultar
recomendable en las siguientes circunstancias (JCGM 101, 2008): (i) es dificil obtener
las derivadas parciales del modelo matematico, tal como requiere la ley de
propagaciéon de la incertidumbre; (ii) la FDP de la magnitud de salida no es una
distribucion normal y (iii) las FDP de las magnitudes de entrada son asimétricas.

Los inconvenientes mas notorios de este modelo son que las incertidumbres estimadas
varian de una réplica a otra por la naturaleza aleatoria de la simulacion, y la dificultad
de identificar las contribuciones mas importantes a la incertidumbre total si no se
repite la simulacion (Eurachem/Citac, 2012).

Aunque las estimaciones pueden realizarse con una hoja de calculo, para métodos de
analisis con muchas etapas los calculos se complican extraordinariamente,
requiriéndose software especifico (Chew et al, 2012; Eurachem/Citac, 2012;
Solaguren-Beascoa et al., 2009).

Otros modelos de estimacion de la incertidumbre

Modelo basado en la verificacidn de la trazabilidad utilizando materiales de referencia
certificados (MRC) (Eurolab, 2007). Consiste en estimar la incertidumbre de medida
empleando los resultados de los analisis de MRC’s obtenidos durante la verificacion de
la trazabilidad del método de analisis, es decir, durante la comprobacidn de ausencia

de un sesgo significativo. Este modelo es Unicamente valido para muestras con valores
de concentracién y matriz similares a la de los MRC’s y con el procedimiento analitico
bajo control estadistico. La estimacion de la incertidumbre de los resultados de los
analisis suele llevarse a cabo en condiciones de precision intermedia (Lépez-Moreno et
al., 2010; Maroto et al., 1999a).

A partir de los graficos de control de calidad (Eurolab, 2002). Los laboratorios emplean
necesariamente graficos de control como herramienta de calidad para asegurar que
los objetivos de los parametros de calidad establecidos durante las validaciones se
mantienen con el tiempo. Cuando se utilizan MRC’s en las comprobaciones de control
de calidad, la desviacidon estandar, s, estimada a partir de los graficos puede ser
empleada directamente para la evaluacidn de la incertidumbre. Si se emplea cualquier

otro material estable o no se dispone de muestras de control estables, pero el control
de calidad se realiza mediante determinaciones por duplicado o métodos similares, los
datos obtenidos proporcionan una estimacion de la precision intermedia y la
desviacion estandar formaria parte de la incertidumbre combinada (Bonet-Domingo et
al., 2006; Bonet-Domingo et al., 2007).
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Relacidén entre incertidumbre y magnitud medida

Habitualmente, durante la validacion del método analitico se estima la incertidumbre
de medida que posteriormente se transfiere a los resultados de los anadlisis de rutina
(Eppe et al., 2008; Gao et al., 1999, Jimenez-Chacon et al., 2009, UNE 82009-2, 1999).

Cuando la incertidumbre estimada es independiente del nivel de concentracion, por
ejemplo en niveles bajos de concentracién, o cuando esta implicado un rango de
trabajo relativamente estrecho, generalmente se indica un valor absoluto constante
para la incertidumbre, que se asigna a las muestras de rutina con ese intervalo de
concentracién. Sin embargo, para métodos de analisis que se aplican a amplios
intervalos de concentracién de analito, cuya incertidumbre de medida varia de forma
proporcional al nivel de analito, es mds sensato indicar la incertidumbre relativa. En
este segundo caso se recomienda representar graficamente la incertidumbre de
medida estimada durante la validacion frente a la concentracién de analito, de modo
gue la estimacién de la incertidumbre de las muestras medidas posteriormente se
realiza interpolando en esa relacién. La guia Eurachem propone para relacionar ambas
variables la siguiente expresion:

Ue =+[S5 +(x-5y)° ec. 2.73

donde sy representa una contribucién constante a la incertidumbre y s; es una
constante de proporcionalidad.

Esta expresion se basa en el método normal de la combinacion de dos contribuciones a
la incertidumbre general, suponiendo que sy es una contribucién constante y (x-s;) es
proporcional al resultado. La Fig. 2.19 muestra graficamente la forma de esta
expresion. En ella se pueden distinguir tres tramos: (i) un primer tramo donde la
incertidumbre apenas depende de la concentracidn siendo igual a sy; (ii) un segundo
tramo donde ninguno de los coeficientes es el dominante y; (iii) un tercer tramo donde
la incertidumbre depende por completo del nivel de concentracién siendo igual a

(xs1).

(]

.

£

3 u(x)
s T (xsy)
(%]

£ )

Concentracion

Fig. 2.19: Variacién de la incertidumbre con el resultado observado (Eurachem/Citac, 2012)
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Pero este enfoque es prdctico sélo cuando es posible calcular un gran ndmero de
valores. En caso de disponer de un numero limitado de pares de valores
incertidumbre-concentracién (n=4-6) no sera posible establecer la relacién parabdlica
pertinente. En tales circunstancias, una aproximacion adecuada se puede conseguir
por regresion lineal simple de los valores incertidumbre-concentracion. Este nuevo
ajuste es una extrapolacién de las funciones empleadas para relacionar precision y
concentracién en los estudios de reproducibilidad y repetibilidad indicadas en la
norma UNE 82009-2. Ademas, en la mayoria de los casos, la contribucién mayoritaria
es la debida a la imprecision del método.

La Tabla 2.12 muestra las tres formas de expresar la relacién entre la incertidumbre y
la concentracién indicadas en la norma UNE 82009-2.

Tabla 2.12: Tipos de relaciones incertidumbre vs magnitud medida

Tipo I: linea recta que pasa por el origen =k, -x

Tipo II: linea recta con ordenada positiva en el origen I=k; +ky X

logI=log k; +k, -log x=k5 +k, -log x
Tipo Ill: relacion exponencial

(equivalente a | =kg xKe Jcon0<k,<1

En estas expresiones ki, ky, ks, ks y ks son términos constantes

En la mayoria de los casos es esperable que al menos una de estas férmulas
proporcione un ajuste satisfactorio. Si no es asi, se debe presentar una solucién
alternativa como dividir el intervalo en tramos de concentracién en los cuales se
consiga un ajuste a una de estas funciones.

Para k;=0y k4=1 las tres relaciones son idénticas; cuando k; es préximo a cero y/o k; es
proximo a la unidad, dos de ellas, o las tres, conducirdn a ajustes practicamente
equivalentes y, en tal caso, se preferira la relacion Tipo | porque permite afirmar que la
relacion entre la incertidumbre y la concentracion es constante (UNE 82009-2, 1999).

Para k;>0 las relaciones Tipo | y Tipo Ill conducen a /=0 para x=0 lo cual es inaceptable
desde el punto de vista experimental. No obstante, a la hora de informar sobre la
incertidumbre de una concentracién, debe quedar bien claro que Unicamente son
aplicables dentro de los niveles de la magnitud medida cubiertos por el experimento,
es decir, entre el limite de cuantificacion y el limite superior del rango de ensayo (UNE
82009-2, 1999).

2.3.4. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DE LOS
ENSAYOS

Una vez realizada la validacién del método de anélisis éste se debe de evaluar a lo
largo del tiempo para comprobar que el método es estable y mantiene su validez con
el tiempo. El control de la estabilidad del método analitico se realizard mediante el
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analisis de muestras controladas internas y externas, también llamadas controles de
calidad internos, CCl, y controles de calidad externos, CCE (UNE-ENV ISO 13530, 2000).

Controles de calidad internos, CCI

Los controles de calidad internos consisten en el analisis periddico de muestras,
adquiridas o preparadas por el propio laboratorio, que deben ser homogéneas y
estables para que la variacién detectada se deba al método y no a la composicion de la
muestra (Funk et al., 2007; Simonet, 2005). Pueden usarse diferentes tipos de
materiales:

A Blancos: identifican cambios en los reactivos, desviaciones en los equipos... Se
representa la sefial del blanco (Egea-Gonzdlez et al., 2004, Masson, 2007).

A Disolucién patrén: permite comprobar la validez del calibrado o determinar la
frecuencia necesaria de calibracidén; deberd ser distinta a los patrones de
calibracién (Masson, 2007; Stover et al., 1998).

A Muestra dopadas: se controla el factor de recuperacién y permite identificar
errores sistematicos proporcionales y los debidos a las interferencias de la matriz,
por lo que es necesario tener un grafico de control por matriz. Si se dopa un
materiales de referencia se pueden detectar errores sistematicos constantes.

A Muestras reales, hay que asegurar que se dispone de muestra homogénea para
todo el periodo de estudio.

A Materiales de referencia, MR, y materiales de referencia certificados, MRC: la
matriz analitica y el nivel de concentracidn deben ser similares a los de las
muestras.

A Patrén de magnitud instrumental para comprobar el estado de calibracién del
equipo con el tiempo (Venable et al., 1983).

El método de analisis esta bajo control si tanto la veracidad como la reproducibilidad
estdn dentro de los intervalos permitidos. La forma de monitorizar estos dos
parametros es mediante el empleo graficos de control, que representan la variacion de
los pardmetros de calidad en funcidn del tiempo.

De entre los numerosos graficos de control disponibles los mas frecuentemente
usados son los graficos de control de Shewhart (Mitra, 1998, Montgomery, 2005).
Estas graficas de control tienen varias lineas horizontales Fig. 2.20.

A Una linea central, LC: representa el valor medio de la caracteristicas de calidad
en un proceso bajo control

A Limite superior de control, LCS: valores por encima de este limite indican que el
método de andlisis esta fuera de control

A Limite inferior de control, LCI: valores por debajo de este limite indican que el
método de andlisis esta fuera de control

A Limites de aviso superior e inferior, LAS y LAl: cuando un valor se sitla entre el
limite de aviso y el de control, el proceso se considera que esta bajo control, pero
nos advierte que puede estar a punto de salir de control.
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A
p+k-o LSC
p+k’-o LAS
1l LC
p-k'-c LAI
u-k-c LCI

»

N2 de muestra

Fig. 2.20: Graficos de control de Shewhart

Estas lineas se calculan a partir de datos tomados durante un periodo previo llamado
de aprendizaje en el cual el método esta bajo control, siendo u el valor esperado. Los
graficos de control mds habituales son los llamados 3-sigma donde k” suele ser 2 y k
igual a 3. Como se desconoce el valor de o este se sustituye por su estimacion s. Este
es un procedimiento sencillo de utilizar por los analistas, ya que las bases estadisticas
sobre las que se soporta son faciles de entender. Resultan utiles para detectar
pequeiios cambios en la media y desviacion estandar del método analitico y para tener
una vision histérica del comportamiento del método analitico en cuanto veracidad y
precision (Dincel et al., 2007; Ermer et al., 2005).

Los graficos de control de medias y de valores individuales se emplean para el control
de la veracidad aunque también aportan informacién sobre la precision del método.
Los graficos de control de rangos, de desviaciones estandar y de rangos moviles se
utilizan para controlar la precision de los métodos analiticos. La Tabla 2.13 estan
recogidas las ecuaciones para estimar los limites de control para este tipo de gréficos
(Committe E-11 on Quality and Stadtistics, 2002; UNE 82009-6, 1999; Huertas et al.,
2007).

Tabla 2.13: Célculo de las lineas de los graficos de Shewhart

LC LCS LCI
Graficos de medias y rangos X X Y+A2§ )_(—Azﬁ
CUR) (n>1) R R D,R D:R
Grafico de media-desviacién estdndar X X X+ A3§ X —As;s
(XI9) (n>1) . c B, 5.5
X X+-—RM X——RM
Grafico de valor individual-rango movil X X +_2 _E
X/RM n =1 . -
RM RM D,RM D;RM
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Los parametros estadisticos A, D4 Ds.... se pueden encontrar tabulados en funcion del
tamafio muestral n.

Si el resultado obtenido para la muestra de control cae fuera de los limites de control
del grafico, o si los puntos representados muestran variaciones no aleatorias, se dice
qgue el método analitico estd fuera de control, esto es, que la caracteristica a controlar
ha cambiado debido a una causa de variacion no aleatoria. Los parametros de
validacion estimados para este método dejan de ser validos y se debe corregir la causa
de la variacién o revalidar el método. Existe una amplia bibliografia en la que podemos
encontrar las reglas para identificar si el resultado del analisis esta fuera de control
(Mitra, 1998, Montgomery, 2005).

Otros graficos de control mads sensibles que los graficos Shewhart para detectar
pequenos desplazamientos de la media son los de sumas acumuladas (CUSUM),
medias moviles ponderadas exponenciales (EWMA)... (Mitra, 1998, Montgomery,
2005).

La frecuencia de analisis de las muestras de control, el tamafio muestral, n, y el tipo de
grafico elegido deben ser cuidadosamente seleccionados dependiendo del error tipo «
y f que deseemos cometer y de la magnitud del sesgo que queramos ser capaces de
detectar.

Las técnicas de analisis modernas hoy en dia son capaces de realizar anlisis
multicomponente como por ejemplo pesticidas, disolventes, etc. La realizacién de
graficos de control de Shewhart por componente y su interpretacidon resulta muy
complicada. En algunos casos pueden expresarse todas las magnitudes medidas como
una concentracién equivalente y ese valor se representa en un Unico grafico de
control. Pero en la préactica es preferible emplear graficos de control multivariante
como el grafico T> de Hotelling 0 EWMA multivariado (Bodecchi et al., 2005; Eppe et
al., 2009; Marengo et al., 2004, Marengo et al., 2005).

Controles de calidad externos

Los controles de calidad externos se basan en la participacién peridédica en ensayos de
aptitud. Un organizador envia a distintos laboratorios alicuotas de una misma muestra,
homogénea y estable. La verdadera concentracion de la muestra distribuida es
conocida o se asigna posteriormente a partir de los resultados del ensayo. Cada
laboratorio analiza el material con su método analitico y los resultados se comparan
con el resto de participantes para evaluar al laboratorio y, en ultimo término, mejorar
sus aptitudes. Estos ensayos son recomendados en la norma UNE EN ISO/IEC 17025 y
la entidad acreditadora los exige como requisito para la acreditacion.

El laboratorio obtiene diversos beneficios de su participaciéon en los ensayos de
aptitud: (i) se obtiene una puntuacion de su competencia relativa respecto del grupo
de laboratorios participantes; (ii) si la puntuacién es favorable, proporciona seguridad
y confianza y refuerza el interés por las actividades de aseguramiento de la calidad; (iii)
si, por el contrario, es desfavorable, permite promover acciones correctoras; (iv)
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permite detectar y cuantificar el error o sesgo del laboratorio, que puede pasar
inadvertido en la validacion interna... (G-ENAC-14, 2008).

Para la evaluacidn de la eficacia de los participantes se emplean distintos métodos:

A Método de la incertidumbre: el valor verdadero acordado por los organizadores
debe estar incluido dentro de la incertidumbre asignada al método validado por el
laboratorio.

A Método de rangos: aplicable cuando los laboratorios participantes analizan
varias muestras. Los resultados de cada muestra se ordenan de forma decreciente
de forma que al valor mas grande se le asigna el rango 1, al siguiente el 2, y asi
sucesivamente; si hay empates se resuelven por medio de la media. La puntuacién
de cada laboratorio se obtiene sumando los rangos obtenidos con las muestras
analizadas. Puntuaciones extremas (muy grandes o muy pequefias) son indicacidn
de errores sistematicos o sesgos. Las puntuaciones se comparan con valores
criticos tabulados (Massart et al., 1997; Wernimont, 1993).

A Método de puntuacidn Z-score: se estandarizan los resultados experimentales de
todos los participantes, x;, restando el valor medio asignado, £, y dividiendo entre
la desviacidon estandar asignada, o. Si el valor \Z\ obtenido por un laboratorio es
inferior a 2 se considera que el resultado de ese laboratorio es satisfactorio. Si el
valor \Z\ esta comprendido entre 2 y 3 se califica de cuestionable. Por el contrario,

si el valor \Z\ es superior a 3 el resultado es insatisfactorio dado que difiere mucho
de la media (ISO 13528, 2005; UNE-EN ISO/IEC 17043, 2010).

Es habitual construir graficos de control para estos valores Z, cuya linea central es
cero, los limites de aviso se sitian en Z = 12, y los limites de control Z = +3 (Al-
Masri et al., 2004; Al-Masri et al., 2005).

A Método de puntuacion Z-score Il: cuando un laboratorio dispone de resultados
obtenidos en diversos ensayos interlaboratorio, puede emplear una puntuacién
compuesta que considere todas las muestras analizadas. La Tabla 2.14 resume las
distintas puntuaciones que se han propuesto (Agbenin et al., 2011; Medina Pastor
et al., 2011; Simonet, 2005).

Tabla 2.14: Interpretacidn de Z-score Il

SZ= ZZ Es sensible a las desviaciones sisteméticas
SR7 ZZ Similar al anterior pero normalizado respecto al nimero de materiales analizados,
\/a m; se interpreta segun la escala de Z

Sigue una distribucion Xz con m grados de libertad, siendo m el nimero de
puntuaciones o scores que se combinan en SSZ. Su interpretacion requiere el uso
de valores criticos tabulados Ay B en funciéon de m (AMC, 1992)
ssz=Y) 7*
SSZ < A resultado aceptable
A < SSZ < B resultado discutible
SSZ > B resultado insatisfactorio

SAZ = Z‘Z‘ Es sensible a comportamientos erraticos
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A Método de Youden: Existe otro tipo de estudio de aptitud en el cual cada
laboratorio analiza una pareja de muestras de similar concentracién, o pares de
Youden. Para el tratamiento de datos se utiliza como herramienta de diagndstico
el esquema del gréfico de Youden (Youden et al., 1987), el cual permite evaluar los
errores sistematicos y aleatorios de cada uno de los laboratorios.

En los estudios de aptitud con pares de muestras se valora el resultado frente a un
valor asignado, que se puede obtener por dos estrategias: (i) a partir de los valores
propios del estudio (media o mediana de todos los resultados) o (ii) utilizando
valores previamente establecidos (Koch et al., 2011).

Los graficos de Youden se construyen en torno a un punto central, O, que es el
punto de corte de los valores asignados a las dos muestras; se traza un circulo
limite centrado en O cuyo radio es la desviacidn estdndar combinada multiplicada
por un factor de confianza. La linea de 45° que pasa por el origen sirve como
referencia para la medida del error sistematico y aleatorio. El punto R viene
definido por el par de resultados obtenidos por un laboratorio, de este modo la
linea OR indica el error total, &7y, asignado a ese laboratorio que se puede
desglosar en la linea OP o error sistematico, €s, y la linea PR o error aleatorio, €.

3 <A

0 Total

~
7
Fig. 2.21: Descripcién de un grafico de Youden

La interpretacion cualitativa de los gréaficos es la siguiente: los puntos que se
encuentran dentro del circulo, distribuidos alrededor del valor medio y situados en
los cuatro cuadrantes del grafico son los que estan dentro del rango de errores
aleatorios asignados o caracteristicos del ejercicio. Si solo hubiera errores
sistematicos los laboratorios estarian préoximos a la recta de 45° pues cometerian
el mismo error en las dos muestras. Los puntos localizados lejos de la linea de 45°
indican un error aleatorio grande; sin embargo un punto que se encuentre fuera
del circulo indica un error total grande (de la Mata Espinosa et al., 2007;
Wernimont, 1993).

En la practica, suele representarse en el grafico de Youden la pareja Z-scores
obtenida por cada laboratorio (ISO 13528, 2005; Schilling et al., 2006; Svegl et al.,
2006).
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A Otros métodos para evaluar los resultados de los ensayos de aptitud son los
estadisticos h y k de Mandel, descritos en el Apartado 2.3.2. (Svegl et al., 2006;
UNE 82009-2, 1999), y los graficos box-plot (Massart et al, 1997; Steinhoff et al.,
1999).

2.4. VALIDACIONES DE EQUIPOS DE MEDIDA Y ENSAYO

La generacién de datos analiticos fiables y consistentes implica cuatro actividades de
calidad a realizar en el laboratorio. En la Fig. 2.22 se muestran estas cuatro acciones
como capas dentro de una pirdmide de calidad, situdndose la calibracidon de los
instrumentos de medida en la base, y el resto de las actividades para la generacién de
datos de calidad en estratos superiores: validaciéon del método analitico, verificacion
de los instrumentos de medida (descrito en el Apartado 2.4.2.) y, por ultimo, controles
de calidad de los resultados (Apartado 2.3.4.).

calidad de resultados
Verificacion de instrumentos

Validacién de métodos analiticos

Fig. 2.22: Estructura jerarquizada de las actividades de la calidad de un laboratorio

Una vez seleccionados y descritos los métodos de ensayo en los Procedimientos
Normalizados de Trabajo, PNTs, el primer paso es validar los equipos de medida y
ensayo implicados en el desarrollo de los métodos analiticos. Esta validacidn consiste
en la confirmacién metroldgica de los equipos que asegure su calibracion, verificacion,
mantenimiento y revisidn periddicas (UNE-EN ISO 10012, 2003; UNE EN ISO/IEC 17025,
2005) y asi asegurar que cumplen en todo momento las caracteristicas técnicas
requeridas por el método de ensayo.

Es habitual que los laboratorios clasifiquen sus equipos de medida y ensayo para asi
determinar la documentacién y la tipologia y profundidad de las pruebas de validaciéon
gue hay que aplicar a cada uno de ellos. Esta clasificacion pueden realizarse en funcion
de su importancia, que a su vez determina la frecuencia de chequeo (Eurachem/Citac,
2002), dependiendo de la criticidad o riesgo asociado al equipo, lo que suele estar en
relacién directa con la complejidad del mismo, o de acuerdo a su funcionalidad (USP
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1058, 2009). Desde el punto de vista funcional, los equipos de los laboratorios
guimicos se pueden clasificar en (Eurachem/Citac, 2002):

A Instrumentos de medida como espectrofotdmetros, cromatdgrafos, balanzas,
medidores electroquimicos... Ademas del uso correcto, mantenimiento, limpieza y
calibrado periddico, es necesaria la verificacion periddica de sus caracteristicas
técnicas como respuesta, estabilidad o linealidad.

A Equipos auxiliares, los cuales no se utilizan para mediciones directas y cuya
influencia es minima. Dentro de este grupo cabe incluir equipos calefactores,
agitadores... Unicamente requieren ser mantenidos y verificados, pero se suelen
calibrar si sus caracteristicas técnicas afectan de forma significativa al resultado
del ensayo.

A Material fungible, con especial énfasis en el material volumétrico (matraces
aforados, buretas, pipetas...). Se verifican las especificaciones de calidad a su
recepcion, desechando el que no las cumpla. Se requiere un mantenimiento
adecuado ya que los errores asociados al uso de estos materiales suelen ser
debidos a suciedad o contaminacién, por tanto en muchos métodos de analisis se
incluyen protocolos especificos para la limpieza de este material. Dependiendo del
uso, algunos de estos equipos pueden requerir verificaciones mas frecuentes (UNE
400301/1M, 1999; UNE-EN ISO 4787, 2010).

A Patrones fisicos que se corresponden con unidades basicas del Sistema
Internacional. Son imprescindibles para la calibracién y verificacidn de los equipos.
Suelen ser masas patron, termdmetros patrén, filtros de absorbancia... Se
denominan patrones primarios cuando estdn calibrados por organismos
acreditados externos, y patrones secundarios cuando el propio laboratorio los
calibra a partir de los primarios (UNE 82133IN, 2004).

También puede incluirse dentro del equipamiento del laboratorio los ordenadores y el
software empleado para captar, procesar y gestionar los datos recibidos de los
instrumentos. El sistema informatico de los laboratorios debe cumplir igualmente los
requisitos de calidad y seguridad que permitan su correcto funcionamiento de forma
ininterrumpida y aseguren la confidencialidad e inalterabilidad necesarias de los datos
contenidos en sus archivos.

Una vez clasificados los equipos de medida y ensayo e incluidos en el sistema de
gestion de la calidad, los laboratorios redactaran los procedimientos normalizados de
equipo, PNE’s, que aseguraran su calibracion, verificacién y mantenimiento necesarios.

2.4.1. CALIBRACION DE EQUIPOS DE MEDIDA

El objetivo de la calibracidn es evaluar la capacidad de medida de los instrumentos con
objeto de asegurar la trazabilidad de las medidas, es decir, garantizar Ia
comparabilidad de los resultados con los obtenidos por otros laboratorios y que las
respuestas se mantengan con el paso del tiempo (Riu et al., 2001b). Se considera que
la calibracién es un paso previo a la validacidon pues un calibrado incorrecto de los
equipos del laboratorio normalmente da lugar a errores sistematicos, los cuales son
dificiles de detectar y corregir. Los equipos de medida empleados en el desarrollo de
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los métodos de ensayo y que realizan medidas directas deben calibrarse antes de su
puesta en servicio y posteriormente de forma periédica de acuerdo a su uso (ILAC G24,
2007; UNE EN ISO/IEC 17025, 2010; UNE EN ISO 10012, 2003).

Se pueden distinguir dos contextos distintos a la hora de calibrar un equipo de medida
(Cuadros Rodriguez et al., 2001a). Por un lado, cuando el equipo de medida
proporciona valores absolutos del parametro medido (temperatura, masa, longitud de
onda...) y la magnitud medida por el equipo se expresa en las mismas unidades dadas
por el patrén. Este tipo de calibracién suele denominarse calibracion directa y es el
objeto de este apartado. Sin embargo, la mayoria de instrumentos analiticos no se
calibran de esta manera sino que el equipo mide una magnitud que se relaciona con
alguna propiedad del patrén. Es conocida también como calibracidon analitica o
instrumental. Se refiere al establecimiento de la funcién que relaciona la sefial
instrumental con la magnitud medida (normalmente concentracién de analito en la
muestra) y se ha descrito ampliamente en el Apartado 2.3.2. (Bedson et al., 1996).

Se pueden emplear diferentes métodos de calibracion directa (Riu et al., 2001b; Riu et
al., 2002; Trujillo Judrez et al., 2007): (i) comparacién directa con un patron (ej.
espectrofotémetro con filtros patrén de absorbancia); (ii) método de punto cero (ej.
balanza de brazos); (iii) método de sustitucion (ej. juego de pesas); (iv) método de
reproduccién de la definiciéon de la magnitud, (ej. la calibracion de material
volumétrico); (v) método de reproduccion del sistema de medida.

El objetivo de la calibracion directa es demostrar la coincidencia entre el valor de la
magnitud en el patréon y la magnitud medida por el instrumento. Por tanto, se debe
disponer de patrones con elevado nivel metroldgico (es decir, reducida incertidumbre
y elevada trazabilidad) que sirvan de referencia (UNE EN ISO 10012, 2003). Siempre
deben llevar un informe adjunto, emitido por un laboratorio de calibracidn acreditado,
que asegure su trazabilidad a patrones nacionales o internacionales reconocidos y
contenga la informacion sobre las medidas realizadas, los valores nominales que se
han calibrado, sus valores reales, sus correcciones y la incertidumbre asociadas a los
mismos.

La calibracién de un equipo debe hacerse en las mismas condiciones ambientales en
gue trabaja habitualmente, y se debe abarcar todo su rango de medida a intervalos
discretos (ILAC G24, 2007). Esto implica que deberemos disponer de patrones para
cada uno de estos intervalos.

La discrepancia entre el valor medido por el equipo y el valor real de la magnitud en el
patrén se debe a desviaciones sistematicas y a la variabilidad intrinseca del proceso de
medida. Las desviaciones sistemdticas tienen gran influencia sobre la veracidad de la
medida y se evallan mediante la correccién o sesgo. Esta se puede expresar en forma
absoluta o relativa. En el primer caso se trata de una correccién constante en todo el
intervalo de valores de la magnitud a medir, mientras que en el segundo caso es una
correccion proporcional. En cualquier caso, es imprescindible que el intervalo de
aplicacidon de la correccion quede perfectamente definido (Eurachem/Citac, 2012). La
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contribucion debida a la variabilidad se estima mediante la incertidumbre, tomando
como referencia la GUM (JCGM 100, 2008), que establece los principios y requisitos
para la evaluacion de la incertidumbre de medida, como ya se describié en el Apartado
2.3.3. (EA-4/02, 1999; JCGM 100, 2008):

Previamente a la calibracion “in-house” de los equipos de medida, implicados en las
validaciones de los métodos de analisis, se deben realizar una serie de operaciones
relacionadas con el acondicionamiento del equipo y patrones: estabilizacién (limpieza,
nivelacién, aclimatacién), ajuste interno del equipo... Ademas, se debe especificar el
rango de calibracion del instrumento de medida, los puntos de calibracién (al menos
cinco) y los patrones a emplear.

Se realizan varias lecturas de cada punto de calibracidn y se calcula la correccién del
equipo, cor; en cada punto de calibracion i, como diferencia entre el valor medio de las
lecturas dadas por el instrumento, Vedio Y €l valor real del patrén, Vieq.

cor = Vmedio - Vreal ec. 2.74

siendo el valor real del patrén, V,.q, el valor nominal, Vaomina, Mas su correccion corpa:
indicada en su certificado de calibracion.

Vieal = Viominal + COMpat ec. 2.75

El siguiente paso es estimar la incertidumbre de la medida identificando las fuentes
gue contribuyen a la incertidumbre total, y evaluandolas como incertidumbres tipicas,
uy. En la Fig. 2.23 se pueden observar las fuentes de incertidumbre mas comunes.

Otros Derivaequipo

- > Uequipos
Otroscalibracién

Resolucionequipo

Derau iliar

A

Corauitiar Calyugiliar

Repeticiénequipo

Auxiliar Calpatrsn

P

De rpatrém

Patrén

Corpatrén
Calibracién

Fig. 2.23: Contribuciones habituales a la incertidumbre de un equipo de medida

En la Tabla 2.15 se describe cada una de las contribuciones y la férmula para su
estimacion.
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Capitulo 2: Introduccion tedrica

Finalmente, la incertidumbre tipica del equipo en cada punto de calibracién, i, se
estima como combinacion de las contribuciones descritas en la tabla anterior.

2 2 2 2 2 2
uequip(ri = \/uder +urep +Ups upat +Uaux t Uotros ec. 2.76

Si el rango de calibracion es estrecho y se desea asignar un Unico valor a la
incertidumbre del equipo se tomard el valor mas alto de todos los puntos de
calibracion.

quuipo =K- max(uequipcri) ec.2.77

Pero si el rango de medida es muy amplio, como es el caso de termdémetros,
conductivimetros... la incertidumbre del equipo serd normalmente funcion de la
magnitud medida (Vaughn et al., 2003).

quuipo =K- f(uequipo—i) ec. 2.78
En algunos casos hay incertidumbres tipicas que se pueden excluir si se demuestra que

su contribucién a la incertidumbre total es despreciable frente al resto de
contribuciones.

Una vez calculadas las correcciones del equipo en cada punto de calibracién y
estimada la incertidumbre total, la suma de ambos términos se compara con la
tolerancia asignada al equipo, Tol, que representa el maximo error permitido. El
criterio para fijar el valor de esta tolerancia suele estar indicado en el método de
analisis; por ejemplo, la temperatura de una cabina de incubacién para el andlisis de la
demanda bioldgica de oxigeno, BDO, debe ser 20 + 1°C (UNE-EN 1899-1, 1998).
Ademas, el valor de la tolerancia debe estar entre tres y diez veces el intervalo de la
incertidumbre. Esta proporcidon, denominada TUR, Tolerance Uncertainty Ratio, se fija
al comienzo de la vida atil del equipo (ANSI/NCSL, 2006; Bennett, 2005; Macii et al.,
2003; Maroto et al., 2001b):

Tol

3< =TUR<10 ec. 2.79

equipo

A Si la relacion tolerancia-incertidumbre es mayor que el TUR inicial y la correccion
en cada punto mas la incertidumbre es menor que la tolerancia asociada al
equipo, este se considera apto para el uso que se pretende (situacién d, Fig. 2.24).

A Si la relacién tolerancia-incertidumbre es mayor que el TUR inicial pero la
correccion mas la incertidumbre es mayor que la tolerancia, el equipo puede ser
utilizado, (situaciones a, b y ¢, Fig. 2.24). Si el equipo no tiene posibilidad de
ajustar las medidas se le asocia una tabla con los valores leidos por el equipo y los
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valores reales corregidos. En caso contrario se ajusta el equipo y se inicia de nuevo
el proceso de calibracién.

A Sj la relacidn tolerancia-incertidumbre es menor que el TUR inicial, se considera
gue el equipo es no apto para el uso que se pretende, (situaciones e, f, g y h, Fig.
2.24). Sin embargo, puede ser empleado para otras metodologias menos
restrictivas fijando un TUR inicial mayor; siguiendo con el ejemplo de la
incubadora esta podria emplearse en ensayos que precisen tolerancias mas
amplias como los microbiolégicos, 36 + 2°C (UNE EN ISO 9308-1; 2001). En caso de
enviar a reparar se iniciaria de nuevo el proceso de calibracién.
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Fig. 2.24: Situaciones para declarar APTO o No APTO un equipo de medida para un TUR inicial = 4 (Bell,
2001; La Guia Metas, 2003)

Si el equipo demuestra ser apto en parte del rango de calibracidn podra ser utilizado,
pero solo en ese intervalo (Riu et al., 2001b).

La Fig. 2.25 tal resume el proceso de calibracién de un equipo.

También se suele comprobar que la veracidad y la reproducibilidad sean menores que
los valores nominales indicados en las especificaciones del equipo, fijados de acuerdo a
la normativa o por la experiencia. La falta de veracidad se puede corregir en aquellos
equipos con posibilidad de ajuste mientras que la falta de reproducibilidad
normalmente no se puede corregir, siendo necesaria la intervencidon del servicio
técnico.

La frecuencia de calibraciéon depende de la naturaleza del equipo, su robustez, la
frecuencia de uso, su entorno, si ha sufrido sobrecarga... (ILAC G24, 2007).

84



Capitulo 2: Introduccion tedrica

Equipo de
medida
Tolerancia
3< _Tol <10 [¢
equipo
Calibracién <
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equipo
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posibilidad de ajuste posibilidad de ajuste Servicio técnico
Ajuste Correccion de las A v
lecturas NO APTO Otras
| aplicaciones
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Fig. 2.25: Diagrama del proceso de calibracién (MAGRAMA, 2008; UNE EN 1SO 10012, 2003)

2.4.2. VERIFICACION DE EQUIPOS DE MEDIDA Y ENSAYO

El objetivo de la verificacion es comprobar si el equipo cumple con unas determinadas
especificaciones, es decir, proporcionar un criterio que evalue si las desviaciones de los
equipos de medida y ensayo son menores que el error maximo admisible establecido
por el laboratorio o por el fabricante del equipo.

El usuario del equipo o el servicio técnico seran los encargados de la verificaciéon de
todos aquellos equipos de medida directa e indirecta, los auxiliares cuyas
caracteristicas técnicas afecten de forma significativa al resultado del ensayo, el
material volumétrico y los patrones primarios, siendo la verificacion mas rigurosas para
los equipos de medida y menos rigurosa para los equipos auxiliares.

Debido a la gran variedad de equipos de medida y ensayo presentes en los laboratorios
en cuanto a su funcionamiento (equipos de medida, auxiliares, patrones...), calibracién
(directa o indirecta), disefio (bloque, modular o sistema de medida)... hay diferentes
metodologias aplicables a la verificacién de equipos.
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Cuando se trata de verificar un equipo de medida directa previamente calibrado, el
objetivo de la verificacion es comprobar que el equipo sigue estando conforme entre
calibraciones. Se eligen dentro del rango de medida del equipo el/los puntos donde se
quiere verificar el equipo. Una vez elegidos, se mide el correspondiente patrén varias
veces y se calcula en cada punto una nueva correccion del equipo, cor,, como
diferencia entre el valor medio de las lecturas dadas por el equipo durante la
verificacion, Vpedio ¥ €l valor real del patron, V.

COler = Vinedio ~ Vieal ec. 2.80

siendo el valor real del patrén, V,eq, su valor nominal, Viyoming, Mas la correccidn corpq:
indicada en su certificado de calibracién, ec. 2.75.

Una vez calculadas las correcciones del equipo, si sumada a la incertidumbre calculada
durante la calibracidon es menor que la tolerancia, el equipo sigue siendo apto. Por el
contrario, si es mayor, el equipo se considera no apto y se debe calibrar de nuevo.

Cuando no hay una calibracién previa, por ejemplo, en el caso de caracteristicas
técnicas de equipos de medida directa no calibradas, equipos de medida indirecta o
equipos auxiliares, se comprueba que las especificaciones estimadas son menores que
las nominales (indicadas por el fabricante) o que la correccién de la magnitud medida,
% cor, es menor una correccion nominal, % corpominai, fijada normalmente de acuerdo a
la experiencia.

Cuando un equipo esta formado por distintos componentes o mddulos, la verificacién
se puede realizar comprobando las condiciones anteriores de forma independiente a
cada componente por separado. Este tipo de verificacién llamada modular seria el caso
de un cromatdgrafo en el que se verifican por separado las especificaciones de
bombas, horno, inyector, detector... (Bdguena et al., 2006).

La verificacion de equipos de medida indirecta consiste en realizar un test de
idoneidad, también llamado System Suitability Test. Consiste en tratar al equipo a
verificar como una “caja negra” y realizar el analisis de un analito, que no tiene porqué
formar parte del alcance método, cuyos resultados deben cumplir una serie de
requisitos preestablecidos. Estos test suelen estar incluidos en los procedimientos de
andlisis de modo que se intercala el andlisis de la muestra conocida en cada lote de
muestras al inicio, cada cierto nimero de medidas y al final del lote de muestras. De
esta forma se garantiza el buen funcionamiento del equipo (Kaminski et al., 2010;
Kulikov et al., 2005; Mutton et al., 2011).

2.4.3. MANTENIMIENTO DE EQUIPOS DE MEDIDA Y ENSAYO

El mantenimiento de los equipos de medida y ensayo incluye instrumentos de medida,
equipos auxiliares, material fungible, ordenadores y patrones.
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Deberemos distinguir dos tipos de mantenimiento a realizar: por un lado el
mantenimiento preventivo, consistente en realizar aquellas operaciones de
mantenimiento peridédico y programado encaminadas a prevenir fallos, deterioro,
averias o mal funcionamiento de los equipos, por ejemplo, limpiezas periddicas,
comprobacidn de baterias...; y por otro lado el mantenimiento correctivo encaminado
a corregir los fallos, deterioro, averias o mal funcionamiento de los equipos (CGA-
ENAC-LEC, 2009; CI-ENAC-BLP, 2008).

Tanto el mantenimiento preventivo de los equipos como el correctivo se podran
realizar mediante subcontratacion o bien sera realizado por el usuario del equipo.

2.5. PREPARACION DE DISOLUCIONES

La preparacion de disoluciones es una etapa fundamental del método analitico que
contribuye de forma importante a la incertidumbre total del resultado (Nogueira et al.,
2003; Sarembaud et al., 2007). Los equipos de medida y ensayo empleados en la
preparacion de disoluciones deben tener unos requerimientos técnicos minimos
acordes con la exactitud deseada en la preparacién de las disoluciones; de la misma
manera, los reactivos empleados como patrones quimicos, PQ, o para la preparacion
de materiales de control deben tener una pureza elevada y la composicion de sus
impurezas debe ser conocida.

La preparacion trazable de disoluciones exige registrar el/los soluto/s y disolvente/s
empleado/s junto con su pureza, cantidad empleada, nimero de lote y fechas de
preparacion y caducidad; también se deberd anotar el equipo con el que se ha medido,
junto con su incertidumbre, para poder estimar la incertidumbre de la concentracién
de la disolucion preparada (Prichard et al., 2007).

La incertidumbre de la concentracidn de una disolucion se estima aplicando el modelo
“bottom-up” (Eurachem/Citac, 2012). Las contribuciones mas comunes a la
incertidumbre total de la concentracién de una disolucién y las expresiones empleadas
para cuantificarlas se resumen en la Tabla 2.16.

La Tabla 2.17 resume las formas mas habituales de expresar la concentracién de una
disolucidn preparada por disolucién directa de un soluto y las expresiones para estimar
su incertidumbre.
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El significado de los términos que aparecen en las ecuaciones de la Tabla 2.17 es el

siguiente:

Ms: masa de soluto, g.

Mygs: masa de disolucidn, g.

res: riqueza del soluto, en tanto por uno.
V,: volumen de soluto, mL.

Vgs: volumen de disolucion, mL.

Pm,: masa molecular del soluto, g~mo|—g'1.

PM g(parcial): Masa molecular parcial o masa atémica
-1
del soluto, g-mol-g .

Peq: masa equivalente del reactivo, eg-L.

u(Mq): Incertidumbre tipica correspondiente a la
masa del soluto, g.

u(Mg): Incertidumbre tipica correspondiente a la
masa de la disolucidn, g.

u(rgs): Incertidumbre tipica correspondiente a la
riqueza, adimensional.

u(Vy): Incertidumbre tipica correspondiente al
volumen del soluto, mL.

u(Vg): Incertidumbre tipica correspondiente al
volumen de la disolucién, mL.

u(Pms): Incertidumbre tipica correspondiente a la
-1
masa molecular del soluto, g-mol-g .

U(PMg(parciay): Incertidumbre tipica correspondiente

a la masa molecular parcial o masa atémica del
-1

soluto, g-mol-g ..

v: numero de particulas elementales (electrones,
protones,..) que se intercambian en la reaccion en
la que va a intervenir el reactivo.
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Para ilustrar el proceso de validacion de un método analitico y la estimacién de la
incertidumbre basada en los resultados de la validacion, se han elegido tres métodos
de analisis de parametros quimicos en aguas residuales y continentales: aniones
disueltos, fenoles totales y aceites y grasas. Los métodos analiticos empleados son
adaptaciones de métodos oficiales internacionalmente reconocidos (aniones y fenoles)
o métodos alternativos propuestos por los organismos normalizadores (aceites vy
grasas).

En este capitulo se describe el protocolo de validacion seguido en cada caso,
incluyendo los procedimientos analiticos adaptados a nuestro laboratorio,
equipamiento y recursos humanos disponibles; el disefio experimental aplicado para
estimar las principales contribuciones a la incertidumbre de la medida y toda aquella
informacidn necesaria para la validacion.

Los equipos de medida deben ser validados previamente, por lo que se ha incluido un
apartado especifico para esta cuestion que incluye una breve descripcion de los
equipos de medida, procedimiento de calibracién y estimacién de la incertidumbre,
verificaciéon y mantenimiento.

Los reactivos y disoluciones se describen detalladamente en cada procedimiento
analitico asi como el equipamiento auxiliar empleado.

3.1. METODOS ANALITICOS

3.1.1. DETERMINACION DE ANIONES POR CROMATOGRAFIA IONICA

Cada anidn suele ser indicativo de un tipo de contaminacién y las consecuencias en el
ser humano y el medioambiente son distintas:

Los fluoruros presentes en las aguas residuales se originan fundamentalmente en
procesos industriales (derivados del aluminio, fabricacion de semiconductores, vidrio,
farmacéuticos y de herbicidas). Concentraciones elevadas de fluoruros dafian los
dientes y provocan enfermedades éseas. Debido a que ocasionan un riesgo potencial
para el medioambiente, la fauna acudtica y la salud humana, se limita su concentracién
en las aguas residuales.

En cuanto a los cloruros, no se conocen efectos téxicos para el hombre por altas
concentraciones de cloruros. A altas concentraciones y en presencia de sodio imparten
sabor salado al agua mientras que, si el cloruro esta presente como una sal de calcio o
de magnesio, el tipico sabor salado de los cloruros puede estar ausente aun a
concentraciones de 1000 mg-L™. Altas concentraciones son también un indicador de
intrusién salina en los acuiferos costeros.
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El origen de los nitratos y nitritos en las aguas es diverso. El mas importante es el
debido a las practicas agricolas por la utilizacion de fertilizantes inorganicos, biocidas...
Un segundo origen es el empleo de residuos ganaderos (purines, estiércol...) como
fertilizantes, que ademas, pueden venir acompafiados de microorganismos patégenos.
Otras fuentes de nitrégeno son los vertidos urbanos que contienen sustancias
procedentes de la actividad humana (alimentos, deyecciones, basuras, productos de
limpieza...) y los vertidos industriales provenientes de refinerias de petréleo,
conserveras.... Se ha podido comprobar que existe una correlacion directa entre el
consumo de alimentos o aguas con exceso de nitratos y los canceres gastricos.

En general, la contaminacién fosfatada es considerada una consecuencia directa del
uso de fertilizantes y estiércoles en la agricultura. También se encuentran en la materia
organica proveniente de desechos urbanos e industriales y en los detergentes de uso
industrial y doméstico. Los fosfatos son sustancias solubles que las plantas necesitan
para su desarrollo y que, si se encuentran en el agua en cantidades excesivas, inducen
el crecimiento desmesurado de algas y otros organismos provocando procesos de
polucién y eutrofizacidn y constituyendo un grave problema ambiental.

La presencia de bromuros en los efluentes suele provenir de compuestos de bromuro
organicos empleados como agentes desinfectantes debido a sus efectos perjudiciales
para los microorganismos. Se aplican en invernaderos y en los campos de cultivo para
eliminar insectos y plagas, posteriormente son arrastrados facilmente hasta las aguas
superficiales donde también son venenosos para los animales mas grandes como
peces, langostas y algas. Los bromuros organicos se degradan dando bromuro
inorgdnico, nocivo para el sistema nervioso y la glandula tiroides si es absorbido en
grandes dosis.

A pesar de no ser muy toxico, el vertido excesivo de sulfatos puede causar problemas
ecoldgicos. La contaminacidn por sulfatos se debe mayoritariamente al aporte de la
lluvia (lluvia acida) y origina una acidificacién del medio acuatico provocando graves
alteraciones sobre la vida del mismo. Los niveles normales de sulfatos en el agua
pueden incrementarse por actividades mineras, basureros y otras fuentes
antropogénicas.

Bien por el hecho de ser contaminantes medioambientales o por ser téxicos para la
salud, la legislacion vigente actualmente tiene reglamentadas para cada uno de ellos
las concentraciones maximas permitidas en los vertidos.

Las técnicas de andlisis para la determinacién de cada uno de ellos por separado son
muy variadas, incluyendo potenciometria con electrodos selectivos para fluoruros,
cloruros o nitratos, métodos espectrofotométricos para los fosfatos o nitritos, o
turbidimetria para sulfatos.... Sin embargo, se ha preferido la determinacién de
aniones en aguas residuales por cromatografia idnica, muy empleada hoy en dia, ya
que es una técnica multianalito con el consiguiente ahorro de tiempo y costes. El
procedimiento analitico validado en este trabajo es una adaptacién de métodos
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normalizados internacionales (APHA, 1998, ASTM D4327, 2011; UNE EN ISO 10304-1,
2009; USEPA Method 300.1, 1997).

Fundamentos del método

En la cromatografia anidnica, la fase estacionaria es un intercambiador anidnico de
baja capacidad, mientras que como fase moévil suelen utilizarse disoluciones acuosas
de sales de acidos débiles mono o dibasicos. La deteccidn de los iones se realiza
mediante conductimetria. El detector de conductividad se combina habitualmente con
un sistema supresor postcolumna, consistente en un intercambiador catidnico
protonado que disminuye la conductividad de la fase mdévil, transformando los aniones
de dicha fase movil en sus correspondientes formas 4cidas neutras, y reteniendo los
cationes. Los iones se identifican a partir de sus tiempos de retencidén, mediante
comparacién con los patrones de calibracién. La determinacién cuantitativa se realiza
midiendo la altura o 4rea del pico (Eith et al., 2007; Schdfer et al., 2003; UNE EN ISO
10304-1, 2009).

Instrumentacion, reactivos y materiales

La determinacién de aniones fue realizada con un cromatégrafo idénico Methrom 792 IC
BASIC equipado con un detector de conductividad, bomba peristdltica, mdédulo de
supresidn quimica e interfaz. Se empled una columna de separacidn anionica Metrosep
A Supp 4, de 250 mm de longitud y 4.0 mm de didmetro interno, empaquetada con
particulas de alcohol polivinilico de 9 um de didmetro recubiertas de grupos amonio
cuaternario. Para proteger la columna se empled la precolumna Metrosep A Supp 4/5
Guard de 5 mm de longitud, 4.0 mm de didmetro interno y particulas de 5 um de
diametro (Metrohm Ltd.,, 2011). La determinacion cromatografica se realizd a
temperatura ambiente.

Otros equipos empleados fueron: balanza analitica Sartorius 1601 AMP8-1, con 0.1 mg
de resolucién; estufa de secado Memmert modelo UN160 con un error de + 5°C;
ultrasonidos Selecta modelo 3000514; equipo de filtracién de policarbonato para
filtros de 47mm y pH-metro Crison modelo micropH2000.

También se emplearon: jeringuillas de 5-10 mL con salida Luer; filtros de jeringa de
nylon de 0.45 um de tamafo de poro y 25 mm de didmetro y membranas de 0.45 um
de tamafio de poro y 47 mm de diametro.

Para el lavado del material volumétrico y para la preparacién de disoluciones se utilizd
agua ultrapura obtenida de un equipo compacto Milli-Q Academic que produce agua
desionizada con una conductividad inferior de 18 pS-cm™.

Como fase mévil se empled una disolucion 1.8 mM Na,COs3/1.7 mM NaHCO; preparada
diariamente por dilucién de una fase mavil concentrada de concentracion 180 mM
Na,C03/170 mM NaHCO;, preparada esta ultima semanalmente y almacenada
refrigerada (Metrohm Ltd., 2011). La fase movil se filtraba a través de membranas de
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nylon de 0.45 um de didmetro de poro y se sometia a ultrasonidos durante 15 minutos
para eliminar los gases disueltos.

Para la regeneracién del sistema de supresion quimica postcolumna se empled una
disolucion de H,SO4 50 mM y posteriormente agua ultrapura para eliminar el exceso
de acido.

Se prepararon disoluciones multipatrén concentrada de aniones conteniendo 500
mg-L™" de F, CI'y Br, y 1000 mg-L™* de NO,, NO3, PO,y SO, Para ello se disolvieron
en agua ultrapura las cantidades apropiadas de la correspondiente sal sddica o
potdsica anhidra, previamente secadas a 105 = 5 °C. También pueden ser empleados
patrones comerciales de concentraciones similares.

Tabla 3.1: Reactivos para la preparacion de patrones

Anidn . M molecular M molecular A Tiempo Temp. Masa Ca
(A) Reactivo (g-mol-g?) (g'mol-g™) desec. (h) | desec. (°C) (g) mg-L™
Fluoruro NaF 41.99 19.00 1 105 1.1050 500
Cloruro NaCl 58.44 35.45 2 105 0.8242 | 500
Nitrito NaNO, 69.00 46.01 1 105 1.4998 | 1000
Bromuro NaBr 102.90 79.90 6 105 0.6439 500
Nitrato NaNO; 84.99 62.01 24 105 1.3707 | 1000
Ortofosfato | KH,PO, 136.09 95.00 1 105 1.4330 | 1000
Sulfato Na,SO,4 142.04 96.06 1 105 1.4790 | 1000

Se prepararon diariamente, por dilucion, siete multipatrones de calibracion de
concentraciones comprendidas entre 0.5 y 30 mg-L™ de anién.

En algunos casos se emplearon cartuchos de extraccién en fase sdlida (Grace Davison
Discovery) de 0.5 mL de volumen para acondicionar las muestras: cartucho de
adsorcidn IC-Ag para retener el exceso de ClI, I' y Br,, cartucho de adsorcion IC-Ba para
retener el exceso de 5042', cartucho de intercambio idnico IC-H para retener el exceso
de cationes y reducir el pH, cartucho IC-RP para eliminar componentes hidrofdbicos.

Procedimiento analitico

Los multipatrones de calibracién y las muestras se almacenan refrigeradas a 4°C hasta
su andlisis.

Una vez atemperadas las disoluciones, se comprueba que el pH de las muestras esta
dentro del rango admitido por la columna y precolumna; en caso de tener un pH 4cido
se ajusta eluyendo la muestra por un cartucho de extraccién IC-H. Si en las muestras
estdn presentes altas concentraciéon de haluros, sulfatos o iones inorganicos que
enmascaran la seial de alguno de los aniones a cuantificar se eluye la muestra por
el/los cartucho/s de extraccion adecuado/s, IC-H, IC-Ag, IC-Ba o IC-RP, para reducir la
concentracién de anidn interferente.
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Para obtener la linea de calibrado se toma con una jeringuilla de 5-10 mL una porcién
homogénea de multipatron de calibracidn y se pasa a través de un filtro de nylon de
0.45 um acoplado a la salida de la jeringuilla para eliminar particulas suspendidas. El
filtrado es directamente introducido en el inyector del equipo. La cuantificacidn se
realiza midiendo las areas de los picos.

Para proceder a la cuantificacién de los aniones en las muestras, se diluyen con agua
desionizada, si es necesario, a concentraciones dentro del rango de calibracion de cada
anién y se inyectan en las mismas condiciones que los patrones.

La concentracién de anion de la muestra se calcula interpolando en la ecuacién de la
recta de calibrado de la siguiente forma:

Y-a

b ec. 3.1

- 1]_

CA,[mgA -L ]_

donde C4 es la concentracion de anion en la muestra, mg-L'l, Y es el drea del pico

medido en pS-cm™-min (se simplificard como cuentas), a la ordenada en el origen de

la linea de calibrado medida en cuentas y b la pendiente de la linea de calibrado
medida en cuentas L-mg™.

El diagrama de flujo representado en la Fig. 3.1 resume el procedimiento analitico
seguido:

DETERMINACION DE ANIONES

v

Acondicionamiento instrumental

v v v

LINEA DE CALIBRADO BLANCO MUESTRAS
PATRONES Ajustar pH
Concentracién Area pico

mg ALt Cuentas

Concentracién
enmascarada

Cartucho de
extraccion

A 4 *

Filtrar 0.45um

v

Medir en IC

No

Fig. 3.1 Diagrama de flujo del procedimiento analitico de medida de aniones por IC
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Los

distintos parametros

cromatograficos

se

eligieron

atendiendo

a

las

recomendaciones del fabricante del equipo, de la columna y precolumna, (Metrohom
Ltd., 2011):

3.1.2. DETERMINACION DE FENOL POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Tabla 3.2: Condiciones instrumentales para la determinacién de aniones

Parametros instrumentales

Caudal: 1 mL-min™

Tiempo de cromatograma 16 min

Presion maxima: 12 MPa

Presion minima: 0 MPa

Conductividad: 0 uS-cm’1

Propiedades de integracion

Delay: 3.2 min
Anchura: 5 seg
Pendiente: 3

Altura minima: 0.1 uS~cm'1
Tipo de integracidn: valle-valle

de la columna, Tabla 3.3)

Tiempos de retencidn (segun certificado de fabricante

Condiciones de calibracion

Base: Area

Método de calibracidn: patrén externo

Formula: Y = K1X+KO
Peso estadistico 1

Tabla 3.3: Tiempos de retencidn indicados por el fabricante

Anidn tg (Min)
F 3.6
cr 5.07

NO, 6.0
Br 7.35
NO; 8.3
PO, 11.9
SO, 14

Los fenoles suelen estar presentes en el medio ambiente como consecuencia, en gran
parte, de los vertidos de procesos industriales y agricolas (desinfectantes, fungicidas,
germicidas...). Segun la Directiva 67/548/CEE (Comision Europea, 1967), los fenoles y
sus derivados (clorofenoles, nitrofenoles, alquilfenoles, etc) se consideran sustancias
toéxicas y nocivas para la salud y el medioambiente. Por tanto, es muy importante

conocer cuantitativamente la presencia de éstos para poder realizar de manera
adecuada su eliminacién en los vertidos y prevenir dafios a los ecosistemas o a la salud
humana. En la actualidad, las técnicas mas empleadas para la determinacién de fenol
son la espectrofotometria UV-vis (APHA, 1998; ASTM D1783, 2001; UNE 77053, 2002;
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USEPA Method 420.1, 1983) y la cromatografia, tanto de liquidos, HPLC, como de
gases, GC/MS, (UNE-EN SO 18857-1:2007, UNE-EN 12673:1999; UNE-EN ISO
17495:2003). Los métodos espectrofotométricos se aplican a la muestra de forma
directa o tras extraccion con cloroformo, y determinan la cantidad total de
compuestos fendlicos presentes en la muestra, pero sin hacer distincidn entre los tipos
de fenoles. Los métodos cromatograficos permiten la determinacion individual de cada
fenol y en general son mas sensibles y selectivos que la espectrofotometria UV-vis.
Para la determinacion de fenol en aguas residuales y continentales se ha preferido
validar el método espectrofotométrico directo de la 4-aminoantipirina (4-AAP) ya que
es mas barato y posee suficiente sensibilidad para los niveles de concentracién de
fenol a detectar en aguas residuales (limite de vertido préximo al mg-L, dependiendo
del reglamento de vertido local (Ayuntamiento de Valladolid, 2006)), mientras que las
técnicas cromatograficas son mas recomendables para el andlisis de aguas potables
donde la maxima concentracién admisible es 0.5 ug-L™.

Este método analitico es una adaptaciéon de normas internacionales (APHA, 1998;
ASTM D1783, 2001; UNE 77053, 2002; USEPA Method 420.1, 1983).

Fundamentos del método

Este método es sensible a los fenoles —orto- y —meta- sustituidos y, en condiciones
adecuadas de pH, a los sustituidos en posicion —para- por grupos carboxilo, halégeno,
metoxilo o acido sulfénico.

Los compuestos fendlicos destilados reaccionan con la 4-AAP a pH 7.9 en presencia de
ferricianuro potdsico para formar un compuesto coloreado de antipirina, como se
esquematiza en la Fig. 3.2. Este colorante es estable en solucidn acuosa y susceptible
de medida fotométrica a una longitud de onda de 506 nm (APHA, 1998, UNE 77053,

2002).
HC N o KsFe(CN)
N s 3 6 AN
7 =4 H,O
+ N 5 N + 2
— NaOH —
HsC NH, HsC N=— —0
Fenol 4-AAP Imina Agua

Fig. 3.2: Reaccion de los compuestos fendlicos con 4-AAP (Sousa et al., 2009)

Instrumentacion, reactivos y materiales

Los derivados fendlicos fueron determinados con un espectrofotémetro UV-vis,
Shimadzu UV-1603 equipado con un sistema fotométrico de doble haz, una red de
difraccion holografica concava y un detector fotodiodo de silicio.
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Ademads se empled diverso material de laboratorio: balanza analitica Sartorius BP210S
con una resolucién de 0.1 mg; agitador magnético Heindolf MR3001; pH-metro
Radiometer Copenhagen TIM 900, con electrodo de vidrio combinado; manta
calefactora eléctrica Selecta Cod6003294 de cuatro plazas para matraces de 500 mLy
temperatura regulable hasta 450°C, y varios equipos completos de destilacién
compuestos por matraz de 500 mL, pieza acodada 75° para destilacion, refrigerante
Dimroth encamisado de 300 mm y colector de 105°.

Para el lavado del material volumétrico y para la preparacién de todas las disoluciones
se empled agua desionizada con una conductividad menor de 18 pS-cm™, obtenida tras
pasar el agua de red sucesivamente por un equipo compacto de dsmosis inversa
Barnstead Easy Pure RO, y un equipo compacto de agua ultrapura Barnstead Easy Pure
LF.

Los reactivos empleados en la determinacién de fenol fueron: acido fosférico 1:10,
amoniaco 0.5 M, disolucion tampdn fosfato 0.60 M K,HPO,4/0.53 M KH,PQy4, disolucion
de 4-AAP al 2% vy disolucién de hexacianoferrato (Ill) de potasio al 8%, conservado
refrigerado y en frasco topacio.

Se prepara una disolucién patrén de fenol de 1000 mg fenol-L* disolviendo
aproximadamente 500 mg de fenol cristalizado y diluyendo a 500 mL con agua
ultrapura recién hervida y fria. A partir de esta disolucién madre, se prepararan
diariamente, por dilucidn, siete patrones de calibracion de concentraciones
comprendidas entre 0.25 y 5 mg fenol-L™.

Procedimiento analitico

Las interferencias se eliminan, o al menos se reducen, destilando la muestra. Para ello,
se toman volumenes de muestra ligeramente superiores a 500 mL y se ajusta el pH a
4.0 con la disolucién de acido fosférico. A continuacion, se vierten en el matraz de
destilacion 500 mL de la muestra y, cuando han destilado aproximadamente 450 mL,
se detiene la destilacion. Cuando la muestra deja de hervir, se afiade 50 mL de agua
desionizada caliente al matraz de destilacién y se continua destilando hasta recoger un
volumen total de 500 mL. Los destilados se almacenan refrigerados a 4°C hasta su
andlisis.

Para proceder a la cuantificacion de fenol en las muestras destiladas una vez
atemperadas éstas, se toman 100 mL de destilado o una porcién que no contenga mas
de 5 mg de fenol, y se diluyen hasta 100 mL. Se prepara un blanco paralelamente.

Se tratan los patrones de la linea de calibrado, las muestras y el blanco como sigue: se
afiaden 2.5 mL de la solucidn de amoniaco y se ajusta inmediatamente a pH 7.9 con
unos 2 mL de tampon fosfato. Se aflade a continuacién 1.0 mL de solucién 4-AAP, 1.0
mL de solucion KszFe(CN)s y se mezcla bien. Después de 15 minutos, se transfiere la
disolucion coloreada a las cubetas de vidrio de 1 cm y se lee la absorbancia de
patrones y muestras a 506 nm introduciendo en la cubeta de referencia el blanco.
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La concentracién de fenol en las muestras se calcula interpolando en la ecuacidn de la
recta de calibrado de la siguiente forma:

UA -a

Cfenol mg fenOI'L_l = ec. 3.2

donde Crenor €5 la concentracion de fenol en la muestra, mgoL'l, UA es la absorbancia de
la muestra proporcionada por el espectrofotémetro, en unidades de absorbancia, a es
la ordenada en el origen medida también en unidades de absorbancia y b es la
pendiente de la linea de calibrado medida en UA-L-mg™.

La Fig. 3.3 muestra el diagrama de flujo del procedimiento.

DETERMINACION DE FENOL

v

Acondicionamiento instrumental

v v v

LINEA DE CALIBRADO BLANCO MUESTRAS
PATRONES Ajustar pH
Concentracién Respuesta
mg fenol-L™" UAbs l
Destilar 500 mL

‘ A A\ 4

100 mL de muestra o patrén + 2.5 mL de amoniaco + 2 mL aprox. de tampdn hasta pH
7.9 + 1 mL 4-AAP + 1 mL ferricianuro

v

UV-vis (15 min) 506 nm

Fig. 3.3: Diagrama de flujo para la determinacion de fenol

3.1.3. DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS (A&G) MEDIANTE
EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE) Y GRAVIMETRIA

Las principales fuentes de aceites y grasas en los efluentes son los vertidos domésticos,
talleres automotrices, industria del petréleo, procesadoras de carnes y embutidos e
industria cosmética. Cuando se vierten aceites y grasas crean una pelicula superficial
impidiendo el intercambio de gases entre el agua y la atmdésfera, al dificultar el libre
paso del oxigeno hacia el agua y la salida del CO, hacia la atmdsfera. En casos extremos
pueden llegar a producir la acidificaciéon del agua junto con bajos niveles de oxigeno
disuelto, ademas de interferir en la penetraciéon de la luz solar llevando a la
degradacion del medioambiente acuatico. Por otro lado, la presencia excesiva de
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aceites y grasas puede influir en el funcionamiento normal de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, por lo que es indispensable conocer la cantidad de
aceites y grasas presentes para disefiar adecuadamente el sistema de tratamiento
adecuado para su eliminacion.

Casi todos los métodos de andlisis de aceites y grasas se basan en su extraccion
liquido-liquido de la fase acuosa a una fase orgdnica con un disolvente, mediante
embudo de decantacidon en frio o con extractor Soxhlet en caliente, y posterior
cuantificacién mediante espectrometria de IR si el disolvente escogido es transparente
en esta técnica, la cual cuantifica los A&G midiendo los enlaces carbono-hidrogeno de
los compuestos organicos, o por gravimetria después de evaporar el disolvente. Esta
metodologia tiene una serie de inconvenientes: se emplea una gran cantidad de
disolventes nocivos y contaminantes, cuando la extraccion se hace en caliente
aumenta el riesgo de contaminacion atmosférica por volatilizacidn del disolvente, y los
tiempos de extraccion son largos. Una opcidn recientemente desarrollada es la
extraccion en fase sdlida, SPE, en la cual los aceites y grasas, retenidos en un
adsorbente adecuado, son eluidos con pequefios volimenes de disolvente,
minimizando el coste del analisis y el impacto ambiental del método (APHA, 1998; UNE
77037, 1983; USEPA Method 1664 revB, 2010; USEPA Method 1664A Implementation,
2000).

La eleccion del disolvente para la extraccion de los A&G es clave a la hora de decidir
que metodologia emplear. Normativas como UNE-77037 (UNE 77037, 1983), ASTM
3921 (ASTM D3921-96, 2011), USEPA Method 413.1 y 413.2 (USEPA, 1983) o el SM
5520 (APHA, 1998) emplean el 1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoroetano (freén 113), tanto
para la cuantificacion gravimétrica como por espectrometria de IR. Ademas, el fredn
113 puede ser reutilizado en posteriores andlisis en ambos casos debido a su bajo
punto de ebulliciéon (47.6°C). Sin embargo, éste se clasificd en el Grupo | segun el
“Protocolo de Montreal relativo a las sustancias que agotan la capa de ozono”
(PNUMA, 2006), en el cual se acordd reducir su uso industrial y limitar su fabricacion.
Como consecuencia, aquellas normas que determinaban los A&G por gravimetria
fueron anuladas o revisadas sustituyendo este disolvente por otro menos nocivo como
hexano, solo o mezclado con metil terc-butil éter, ambos con puntos de ebullicién
ligeramente superiores (69°C y 55.2°C respectivamente) pero reutilizables. Parte de la
normativa que emplea la espectrofotometria de IR para la cuantificacidn de A&G se ha
mantenido a pesar las recomendaciones y del encarecimiento de los precios; en otros
casos se han desarrollado nuevas normas como la ASTM D7066 (ASTM D7066-04,
2011) que sustituye el freén 113 por el eteno, 1-cloro-1,2,2-trifluoro-, homopolimero
(S-316), disolvente con un elevado coste pero recuperable por filtracion con carbdn
activo.

Se ha optado por validar un método gravimétrico basado en la separacién de los
compuestos de interés mediante SPE, seguido de la elucién con n-hexano y posterior
destilacion del disolvente para obtener un residuo graso que se pesa. Las ventajas de
este método son el empleo de un 30% menos de disolvente que con las técnicas
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habituales de extraccién liquido-liquido, la realizacion de la extraccidon en solo unos
minutos y la posibilidad de reutilizar el n-hexano destilado en posteriores
determinaciones.

Fundamento del método

La definicion de aceites y grasas depende del método de andlisis empleado para su
determinacion. Para el método seleccionado en este trabajo, aceites y grasas incluye
grupos de sustancias con la caracteristica comun de su solubilidad en n-hexano.

El proceso de medida consiste en extraer los aceites y grasas del medio acuoso a un
medio orgdnico de la forma siguiente: la muestra, una vez acidificada a pH < 2 para
evitar la saponificacion y la formacién de emulsiones inestables, se filtra a través de un
filtro especial en el cual quedan retenidos los aceites y grasas para posteriormente
eluirlos con n-hexano. El extracto final se filtra a través de Na,SO,4 para secarlo. Por
ultimo, se evapora el disolvente, se deja enfriar en un desecador y se pesa el residuo
(Daghbouche et al., 1997; Lau et al., 1997; Xenosep Technologies, 2005).

Instrumentacion, reactivos y materiales

El material de laboratorio empleado en la determinacidon de aceites y grasas y sus
caracteristicas técnicas fue el siguiente:

El sistema de filtracién empleado se esquematiza en la Fig. 3.4 y consta de un equipo
de filtracién a vacio Scharlab para filtros de 47 mm de didmetro, tubos Nessler de 100
mL de capacidad y 28 mm de didmetro vy filtros SPE Pacific ™ 0&G Disk 1664-47-HT de
Horizon Technologies de 47 mm de didmetro especificamente disefiados para este
método.

Embudo

_—

Posicion del

filtro de SPE

Soporte A bomba de
vacio

QOuitasato

[ L

Fig. 3.4: Esquema del equipo de filtracidn a vacio para la determinacién de A&G
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Otros equipos empleados fueron: balanza analitica Sartorius 1601 AMPS8-1, con 0.1 g
de resolucion y 110 g de fondo de escala; estufa de secado Memmert modelo UN160,
con un error de £ 5°C; rotavapor Buchi modelo R-215; bomba de vacio de membrana
KNF Neuberger N811 KN.18 capaz de suministrar un caudal de 11.5 L-min™ y una
presion de vacio de 2 bar.

Otro material empleado fue: desecador con llave de vacio; papel de filtro de 15 cm de
diametro Whatman n2 40 o equivalente; papel indicador de pH; matraces redondos de
cuello corto de 250 mL de capacidad y peso inferior a 110 g; embudos de vidrio de 70
mm de didmetro; probetas graduadas con volimenes comprendidos entre 100 mL y
2000 mL.

Para el lavado del material volumétrico y para la preparacién de disoluciones se
empled agua bidestilada.

Los reactivos empleados para la realizacién de los andlisis fueron: acido clorhidrico 1:1
para acidificar las muestras, metanol, sulfato sédico anhidro secado a 200-250 °C
durante 24 h y almacenado en desecador hasta su uso y n-hexano con una pureza
minima de 85% y residuo seco < 0.0001% (USEPA Method 1664 revB, 2010).

Procedimiento analitico

A continuacion se describen detalladamente las etapas del procedimiento analitico
empleado para la determinacién de aceites y grasas en aguas residuales:

A Preparacion de la muestra

A la llegada de la muestra al laboratorio, se marca el menisco en el recipiente que la
contiene. Se mide el pH de la muestra, se acidifica a pH < 2 con HCI 1:1 y se refrigera. El
volumen de muestra analizado se determina después de su analisis rellenando la
botella que contenia la muestra con agua hasta la linea marcada y midiendo el
volumen de agua empleado con una probeta.

A Preparacion del matraz

Se secan los matraces redondos de 250 mL en una estufa a 105 + 5°C durante 2 horas 'y
se almacenan en un desecador. Antes de iniciar el andlisis se pesan en la balanza
analitica. Los matraces deben ser manipulados en todo momento con guantes o
pinzas.

A Preparacion del equipo de filtracion

Se introduce un tubo Nessler dentro del quitasato y se coloca el filtro SPE con la cara
rugosa hacia arriba. A continuacion se lavan las paredes del embudo del equipo de
filtracion con una alicuota de 10 mL de n-hexano hasta que el filtro esté totalmente
sumergido en el disolvente, se esperan 5 segundos y se aplica vacio recogiendo el
disolvente en el tubo Nessler. Se hace un segundo lavado con otros 10 mL de n-hexano
aplicando vacio durante 1 minuto hasta que el filtro esté seco. Se recupera el n-hexano
por destilacion.
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Si la muestra contiene elevada cantidad de sélidos en suspensién puede ser
recomendable colocar sobre el filtro de aceites y grasas un prefiltro de fibra de vidrio
para evitar la colmatacidn del filtro SPE y reducir el tiempo de filtracion.

A Acondicionamiento del filtro

Se humedece el filtro SPE con 10 mL de metanol hasta que el filtro esté totalmente
sumergido, evitando que el filtro se seque. Se espera 5 segundos y se aplica vacio
nuevamente recogiendo el metanol en el tubo Nessler, y descartandolo a
continuacién. Seguidamente se lava el filtro con 20 mL de agua para eliminar el residuo
de metanol evitando que el filtro se seque. Se retira el tubo Nessler del quitasato.

A Extraccidn de las muestras

Una vez acondicionado el filtro se filtra la muestra lentamente a vacio, minimizando el
contacto de la muestra con el embudo para evitar la adsorcién de los aceites y grasas a
las paredes, no llenando para ello mas de 2/3 del volumen del embudo. Para muestras
con muchos sélidos en suspensidn se deja decantar, se filtra el sobrenadante primero y
se vierte el sdlido al final antes de que se seque el filtro. Si quedan sélidos adheridos a
las paredes de la botella y del embudo se pueden arrastrar con agua, también se
puede emplear una espatula dejando el residuo encima del filtro.

Una vez que la muestra se ha filtrado totalmente, se continda secando el filtro
haciendo vacio no mds de 8 minutos para evitar la pérdida de compuestos volatiles. Si
gueda una capa de sedimento humedo en el filtro, se mezclan 5 g de sulfato de sodio
con una espatula, hasta que el sedimento aparezca seco, granulado y suelto.

A Elucion del analito

Se desecha el liquido del quitasato, se introduce dentro un tubo Nessler y se acopla al
resto del equipo de filtracion. Se lavan las paredes de la botella que contenia la
muestra con 3 porciones de 10 mL de n-hexano agitando durante un minuto,
anadiéndolo a continuacién al embudo y haciendo vacio para que filtre lentamente. Se
lavan las paredes del embudo con otras tres porciones de 15 mL de n-hexano vy, por
ultimo se vierten otras dos porciones de 15 mL de n-hexano haciendo nuevamente
vacio hasta que se haya transferido todo al tubo Nessler.

A Secado del extracto

Se filtra el extracto de n-hexano a través de un embudo cénico en el que se ha
colocado un filtro Whatman n? 40, o similar, de 15 cm de didmetro y 10 g de sulfato de
sodio. El filtrado seco se recoge en un matraz redondo de 250 mL almacenado en
desecador y previamente pesado. Una vez filtrado el extracto se lava el tubo Nessler
con 15 mL de n-hexano y se junta con la porcién anterior. Se lava el filtro con n-hexano
limpio juntandolo con las porciones anteriores.

A Eliminacion del disolvente

Se destila el n-hexano en un rotavapor a 70 + 5°C. Cuando la destilacion esté
finalizanda se aplica vacio unos segundos para destilar el n-hexano final. Por ultimo se
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introduce el matraz en un desecador, se hace vacio hasta alcanzar la temperatura
ambiente y se pesa en la balanza analitica.

A Blanco

Se realiza un blanco por cada tanda de muestras repitiendo todo el procedimiento sin
muestra, y con el mismo volumen de disolvente. La concentracion de aceites y grasas
en las muestras se calcula segun la ec. 3.3

Caec [mg A&G'Lil]: i _SI/DFB _PFB)'106 ec. 3.3
M

donde Cyg6 €s la concentracion de A&G en la muestra, en mg-L’l, P;y Pfson las masas
del matraz antes y después de la determinacidon de A&G, medidas en g, Pi.z y Prg, son
las masas del matraz antes y después de la determinacién del blanco, medidas en gy
Vi, el volumen de muestra, en mL.

En la Fig. 3.5 podemos ver un esquema del procedimiento de medida.

DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS

\ 4 A\ 4

Muestra Blanco

!

Marcar el menisco en el bote y acidificar

!

Preparar el matraz Preparar el matraz
Preparar el equipo de filtracién Preparar el equipo de filtracidn
Acondicionar el filtro Acondicionar el filtro

v

Extraccién de muestras

¢ A\ 4

Elucion del analito Elucion del analito
Secado del extracto Secado del extracto
Eliminacion del disolvente Eliminacion del disolvente

I |
v

Medida de la masa de los matraces

Fig. 3.5: Diagrama de flujo para la determinacion de aceites y grasas en aguas residuales
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3.2. MATRIZ COMPUESTA

El efecto matriz afecta notablemente a la precisién y veracidad de los resultados
analiticos, por lo que debe ser considerado cuidadosamente durante la validacién de
los métodos de analisis. Sin embargo, dada la variabilidad de la composicidon de las
muestras medioambientales resultaria imposible analizar la totalidad de los efectos
matriz.

Por este motivo, para la realizacidon de este trabajo se optd por preparar una matriz
sintética compuesta que imitase las principales caracteristicas de las aguas residuales.
Para ello se tomaron varias muestras simples representativas de los alcances de los
procedimiento de andlisis a validar (aguas residuales industriales y urbanas, y aguas
continentales) y se mezclaron en proporciones iguales para obtener una muestra
compuesta que simulase el efecto matriz de las posibles muestras reales a las que se
aplican normalmente estos procedimientos.

Dichas muestras simples fueron tomadas de forma aleatoria en los siguientes lugares:

A Agua residual urbana: estas se tomaron en la entrada de una estacion depuradora
de aguas residuales (EDAR) que proporciona a la muestra sintética componentes
orgdanicos e inorganicos.

A Agua residual procedente de un proceso bioldgico de depuracidn de una EDAR que
proporciona un alto contenido en sustancias orgdnicas.

A Agua residual industrial: estas se tomaron en una empresa de la zona dedicada al
tratamiento de superficies metdlicas, de forma que aporta altas concentraciones
de metales en disolucidn y otros componentes inorgdnicos.

A Agua continental tomada en el rio Duero que nos proporciona sustancias
organicas e inorganicas.

Las muestras simples se mezclaron hasta obtener una muestra homogénea y se
almacend en un recipiente de plastico en una cdmara refrigerada.

Se realizd un analisis exhaustivo de la matriz compuesta para caracterizarla
determinando los siguientes parametros: Sélidos totales, ST; Sélidos suspendidos
totales, SST; Sélidos sedimentables, SS; Turbidez; Aniones (cloruro, fluoruro, nitrito,
bromuro, nitrato y sulfato); pH; Demanda Quimica de Oxigeno, DQO; Demanda
Bioldgica de Oxigeno, DBOs; Fosforo total; Detergentes, SAAM (sustancias activas al
azul de metileno); Nitrégeno Kjeldhal Total, NKT; Nitrogeno amoniacal, N-NH;; Aceites
y grasas, A&G; Alcalinidad Total, AT. Los valores obtenidos de cada uno de estos
pardmetros junto con la norma y técnica analitica empleada se presentan en la Tabla
3.4.

Antes de tomar la porcidn necesaria para preparar las muestras de control necesarias
para los experimentos se procedid a su homogeneizacion mediante agitacion.
Posteriormente, dependiendo del método a validar, la matriz sintética se sometié a
diferentes tratamientos previos que se detallardn oportunamente.
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Tabla 3.4: Caracterizacidn de la matriz compuesta

Parametro Método Técnica analitica Resultados Uds.
ST UNE 77030:2002 Gravimetria 3440 mg sT-L!
SS UNE 77032:2002 Volumetria 150 mLSs-L"
SST UNE-EN 872:2006 Gravimetria 1200 mg SST-L™
Turbidez UNE EN-ISO 7027:2001 Turbidimetria 8 UNT
F 0 mg F-L"
ar 47 mgcl-L"
NO; 34 mg NO; L™
- UNE-EN 1SO 10304-1:2009 Cromatografia idnica —
Br 0 mg Br-L
NO, 8.7 mg NO, L™
S0~ 140 mg SO, L™
pH - Potenciometria 6.8 -
DQO UNE 77004:2002 Volumetria redox 740 mg O™
DBO;s UNE-EN 1899-1:1989 Manométrica 190 mg 0,-L"
P total UNE-EN ISO 6878: 2005 215 mg p-L?
Espectrofotometria UV-Vis 1
SAAM UNE-EN 903:1994 0.02 mg SAAM-L
NKT UNE-EN 25663:1994 Mineralizacin * 61.35 mgN-L!
Volumetria acido-base
N-NH,4 UNE 77028:2002 Volumetria 28.2 mg N-LT
E ion L-L R
A&G UNE 77037:1983 xtraccion L-L+ 19 mg A&G L™
Gravimetria
AT UNE-EN ISO 9963-1:1996 Volumetria 4cido-base 214 mg CaCO;-L™

3.3. PROTOCOLO DE VALIDACION

A continuacién se describe la informacidn técnica que se incluyd en los protocolos de
validacién disponibles por los analistas para cada uno de los métodos de ensayo
validados en este trabajo.

Antes de empezar la validacion de cualquier método de andlisis es necesario
establecer determinadas condiciones experimentales del método de ensayo a validar,
a veces no suficientemente detalladas en el método analitico de partida, lo que
requiere en la mayoria de los casos la realizacion de una serie de ensayos y
operaciones previas a la validaciéon. La Tabla 3.5 resume los ensayos previos
programados para cada uno de los métodos posteriormente validados en este trabajo,
junto con las metodologias para su evaluacién y algunas consideraciones tenidas en
cuenta, que se describirdan mads detalladamente en el Capitulo 4.

Los parametros técnicos a determinar y los objetivos de calidad perseguidos para cada
método de andlisis se encuentran en la Tabla 3.6.
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Las estimaciones de los pardmetros de validacion, indicados para cada método en la
Tabla 3.6, se obtuvieron a partir del andlisis de muestras de control (muestras
trazables) conjuntamente con un disefio de experimentos anidado donde los factores
de variacién controlados son fuentes potenciales de error que contribuyen a la
incertidumbre total.

Las muestras de control analizadas durante la validacion fueron disoluciones de
concentracién conocida del analito de interés, preparadas a partir de la disolucién de
los patrones quimicos en una o varias matrices.

Las muestras de control necesarias para la validacién de aniones se prepararon en
cuatro matrices diferentes de aguas residuales incrementando su complejidad: agua
ultrapura para evitar el efecto matriz, disolucién de ftalato acido de potasio
(recomendado como patron de materia organica expresada como DQO (UNE 77004,
2002)) y disolucion de glucosa (recomendado como patréon de materia orgdnica
expresado como DBOs (UNE-EN 1899-1, 1998)), ambas para simular la materia
organica y, por ultimo, la matriz sintética compuesta descrita anteriormente. Para
eliminar los aniones inicialmente presentes en la matriz sintética se empled una resina
intercambiadora de aniones. Una vez preparadas las cuatro matrices se elaboraron las
muestras de control disolviendo las sales de los aniones a determinar.

Las muestras de control necesarias para la validacidon de fenol se prepararon a partir
de fenol cristalizado disuelto en la matriz sintética, comprobando previamente la
ausencia de fenol en esta ultima.

Tanto en las muestras de control preparadas para la validacidn de aniones como en las
de la validacion de fenol se ha optado por emplear como patrén quimico los mismos
reactivos usados en la realizacion de las rectas de calibrado. Por el contrario, para la
preparacion de las muestras de control necesarias en la validacion del método de
analisis de aceites y grasas, en el cual no se requiere recta de calibrado, se opté por
emplear la mezcla compuesta por acido estearico y hexadecano, recomendada por la
norma USEPA Method 1664 revB. Esta mezcla se afiadié a la matriz sintética una vez
eliminados por filtracion los aceites y grasas iniciales, de acuerdo a la norma UNE
77037, 1983.

Las muestras de control de aniones y fenoles se prepararon a cinco niveles de
concentracién repartidos en el rango de medida, de modo que dos estaban incluidas
en el rango de ensayo: la mas diluida se correspondia con el limite de cuantificacion,
LoQ, y la segunda proxima al limite de rango instrumental. Las tres restantes estaban
fuera del rango de ensayo pero en el rango de medida, siendo una de ellas el limite
superior, LS. Las muestras de control de aceites y grasas estaban todas dentro del
rango de ensayo. Las concentraciones de los diferentes analitos en las muestras de
control se han recopilado en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7: Concentraciones de las muestras de control para cada método de ensayo, mg-L‘1

Método Nl = LOQ Nz N3 N4 N_r, =LS
F,Cl, Br 2.5 12 125 1250 6250
Aniones - - 3 >
NO,, NOs, PO, 7, SO, 5 25 250 2500 12500
Fenol 0.5 5 50 250 500
Aceites y grasas 10 50 250 1000 5000

El material necesario, equipos de medida y equipos auxiliares para la aplicacion del
método de andlisis, se han especificado en cada método de ensayo.

A continuacién, se incluyen los esquemas de los disefios experimentales totalmente
anidados de tres y cuatro factores empleados en la validacién de los tres métodos de
ensayo, las tablas de toma de datos experimentales y los calculos estadisticos
necesarios para el andlisis de varianza.

Disefio de experimentos anidado de 3 factores: En la Fig. 3.6 aparece el esquema de un
disefio de experimentos totalmente anidado de tres factores para un nivel de
concentracién. El primer factor, i=tiempo, se ha ensayado a cuatro niveles g=4; el
segundo y tercer factores, j=analista y k=réplica, se han ensayado a dos niveles p=n=2.
Este disefio experimental fue aplicado para la validacidon de la determinacion de
aniones y de aceites y grasas en aguas residuales y continentales. Para obtener los
resultados experimentales del disefio, cada analista realizd dos réplicas de cada
muestra de control un dia a la semana durante cuatro semanas consecutivas.

Nivel de concentracién N

Factor 1 2 3 4
dia, g=4

Factor 1 2 1 P2
anal., p=2

Factor 1 2 1 2
réplica, n=2

Valor y;j V111 Yil2eoovrmeinnnee et V21 Yoz

Fig. 3.6: Esquema del disefio experimental completamente anidado de tres factores para un nivel de
concentracion N;

En el caso de la determinacién de aniones las muestras de control se prepararon en
cantidad suficiente para realizar todos los ensayos programados para el disefio de
experimentos, tomandose porciones de cada una de ellas cada dia del andlisis. Para el
caso de la determinacién de aceites y grasas, dada la imposibilidad de dividir las
muestras, se prepararon tantas muestras de control, por duplicado, como
experimentos tiene el disefio anidado aplicado. De este modo se abarcaba el periodo
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de caducidad recomendado en el procedimiento y se incluia como factor de ruido al
disefio de experimentos.

Dado que la determinacidn de aniones precisa de calibraciéon del instrumento de
medida, cada analista realizé una linea de calibrado cada dia de experimentacion,
incluyéndose también como factor de ruido.

Disefo de experimentos anidado de 4 factores: En la Fig. 3.7 aparece el esquema de un
disefio de experimentos totalmente anidado de cuatro factores para un nivel de
concentracién. El primer factor i=tiempo se ha ensayado a cuatro niveles, m=4. Los
otros tres factores, j=analista, k=destilacion y I=réplica, se han ensayado a dos niveles
g=p=n=2. Este disefio experimental fue aplicado para la validacién de la determinacién
de fenol en aguas residuales y continentales mediante espectrofotometria UV-vis.

Nivel de concentracion N

Factor 1 2 1 2 PR
anal.,, q=2

Factor 1 2 1

Factor 1 2 3 4
dest., p=2
Factor 1l 211 2

nAnANT

Valor yiy Y1011 Yitoeeeeene Y2221 Y2222

Fig. 3.7: Esquema del disefio experimental completamente anidado de cuatro factores para un nivel
de concentraciéon N;

Para obtener los resultados experimentales del disefio, cada analista realizé dos
destilaciones de cada muestra de control un dia a la semana durante cuatro semanas
consecutivas, midiendo por duplicado el fenol en cada destilado. La caducidad de las
muestras de control no fue en este caso un factor de ruido, puesto que las muestras de
control se prepararon el mismo dia de su analisis en la cantidad suficiente para la
realizacién de todas las réplicas dado que la mayoria de fuentes consultadas
recomendaban la realizacién de los ensayos antes de 24 horas a partir de la recepcion
de las muestras en el laboratorio. Se afadié como factor de ruido al disefio de
experimentos la preparacién de lineas de calibrado distintas por cada destilado.

La Tabla 3.8 y la Tabla 3.10 presentan los formularios para la recopilacion vy
tratamiento de datos de los disefios experimentales. En la Tabla 3.9 y en la Tabla 3.11
guedan reflejadas las ecuaciones para el ANOVA, incluyendo las varianzas intermedias
0 varianzas asociadas a cada uno de los factores ensayados.

La precision del método de andlisis, expresada como reproducibilidad, se obtendra a
partir de las estimaciones de las varianzas obtenidas de los respectivos ANOVA's segun
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la ec. 3.4 para la determinaciéon de aniones y aceites y grasas y la ec. 3.5 para la
determinacion de fenoles:

Tabla 3.8: Formulario y calculos estadisticos intermedios para un disefio de experimentos anidado de 3
factores para un nivel de concentracion N;

Factor i, Factor i, Factor i, Factor i,
dia 1 dia 2 dia 3 dia 4
Factor j Factor j Factorj | Factorj
analista 1 analista 2 anal. 1 anal. 2
Factor k Vi
réplica=1 "
Factor k Yio
réplica=2 !
i = 2+ vie)
Yij Yi = 5 Yip +Yip
Wij Wi = ‘ym - Yijz‘
1 .
Vi Yi :E'(Yil‘*yiz)
Wi Wi = ‘yu —yiz‘
= l —
y y= a . Zyi
I

Tabla 3.9: ANOVA para un disefio completamente anidado de 3 factores para un nivel de concentracion

N;
. . Estimaciones de las
Fuente Suma de cuadrados gdL | Media cuadratica varianzas
Factor i - =\2 1
dia SSyia = 42 (yi)2 - 4q(yj a-1 | MSg, = SS¢w/(a-1) Sgia = Z(M Sia — MSanaI)
i
Factorj |ss =2 v.—v. =Y w2 1
analista anal izz(y” y')2 Z : q MS;nai = SSanal/d s:fmal = E(Msanal _Msréplica)
Factor k o E 2 2
réplica SSiepiica = 2 Z,zj:wu 29 | MS;spiica= Srepiica (201) Sy =MSipiica
Total SST =SS +SSqnal + SSréplica 49-1

S 2 2 2
Reproducibildad= Sreproducibilidad = 4/Sdia + Sanal + Sr

ec. 3.4
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Tabla 3.10: Formulario y calculos intermedios para un disefio de experimentos anidado de 4 factores

para un nivel de concentracion N;
Factor i, Factor i,
daz |7 dia 4
Factor j, Factor j,
analista 1 analista2 |77 | T
Factor k Factor k Factor k Factor K
destilacion 1 destilacion 2 | destilacidon 1 destilacion2 | 7| 7T
Factor | Vi
réplica 1 I
F
lacFor | Vike
réplica 2
i =5 )
Yijk Yijw = 5 Yijia + Yijke
Wijk Wik = ‘yijld_yijkz‘
~ 1~
ij ij =5 Vip T Yip
Yi y 5 (y +y )
Wjj Wi = yijl_yijz‘
_ 1 (, _
Yi yi:? yil+yi2)
Wi Wi = ‘yil _yiz‘
= 1 —
v y=—- zyi
m 5

Tabla 3.11: ANOVA para un disefio completamente anidado de 4 factores para un nivel de concentracién N;

Fuente Suma de cuadrados gdl Media cuadratica | Estimaciones de las varianzas
=\2
Factor i - N 1
dia SSdl'a = 82 (yl)z - sm(y) m-1 MSgia= SSia/ (M-1) Sgia = g(M Sdia ~ Msanal)
i

Factor j SS.  =2.3"w2 5 1

analista anal Iz ! m MSnai= SSanal /M Sanal = Z(Msanal - Msdest)

Factor k SSectineia = w? 2 1
destilacion destilacié Z; ! 2m MSgest= SSqest /(2m) Sdest = E(M Sdest ~ Msréplica)

Factor | 1 5 )
Residuo 6 | SSgpica = DD Wi | Am [ MSupia= SSrepical (4m) St =MSipiica

réplica N

SST . SSdI’a + SSana| +
Total 8m-1
+ Ssdest + SSrépli(:a

Re producibiidad= Sgpq

2 2 2 2
= \/sdl’a + Sanal T Sdest T Sr

ec. 3.5
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Como podemos ver, la varianza de reproducibilidad, sfepmduciu,,-dad, se obtiene como

sumatorio de las estimaciones de las varianzas de cada factor, pero si el proceso
matematico genera algun término negativo, éste se anula y se considera que el factor
no contribuye a la falta de precisién del método de ensayo.

Algunos factores controlables que podrian influir en la reproducibilidad de los
resultados como la renovacion de disoluciones, el uso de distintos equipos auxiliares
(pH-metros, estufas...) o la variabilidad en el tratamiento de las muestras de control
(dilucion) fueron incluidos como factor de ruido durante la realizacién de los analisis
del disefio de experimentos.

La Tabla 3.6 resume el tratamiento estadistico aplicado a los resultados para evaluar el
resto de parametro de validacién.

Una vez validado el método de andlisis los valores obtenidos se deben comparar con
los objetivos propuestos para comprobar la consecucién de los mismos. En caso
contrario se propondrian nuevos objetivos y se evaluarian de nuevo, siempre y cuando
los nuevos objetivos no afecten a la finalidad para la que se pretendia el método.

El método una vez validado se sometera a controles de calidad internos periddicos
para verificar la calidad de los resultados analiticos obtenidos por el laboratorio. Para
ello se ensayaran, con una frecuencia prestablecida, una o varias muestras control por
duplicado, a fin de tener un seguimiento de la variacion de la veracidad y precision del
método. La herramienta mas adecuada para este fin es el uso de graficos de control
(Montgomery, 2005).

De los graficos de control disponibles se han elegido los siguientes: para la
determinacion de aniones y aceites y grasas el de medias y rangos (X/R) y para la
determinacién de fenol el de valores individuales y rangos moviles, (X/RM). Las lineas
de los graficos se estimaran a partir de los valores obtenidos, durante la validacién del
método correspondiente, de dos de las muestras de control elegidas de entre los cinco
niveles de concentracion ensayados durante el disefio de experimentos: el nivel
inferior, coincidente con el LoQ, se elige por ser mds complicada su determinacion
exacta dado que presenta una incertidumbre relativa mas elevada; como segundo
nivel se selecciona una concentracién intermedia.

3.4. EQUIPOS DE MEDIDA EMPLEADOS

3.4.1. BALANZAS

Estan presentes en el desarrollo de casi todos los métodos analiticos durante la pesada
de las sustancias necesarias para preparar disoluciones, patrones y controles de
calidad. Para asegurar la trazabilidad de las medidas, que afecta a la calidad de los
resultados, se hizo necesario un control exhaustivo de su funcionamiento mediante
calibraciones y verificaciones periddicas frente a juegos de masas patrén primario y
secundario, respectivamente.
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Las balanzas analiticas empleadas durante la realizacion de esta Tesis fueron las
siguientes: balanza analitica marca Sartorius modelo 1601 AMP8-1, con un rango de
trabajo de 0.0001 a 110 g; balanza analitica marca Sartorius modelo BP210S, con un
rango de trabajo de 0.0001 a 210 g. Estas dos balanzas se emplearon para preparar las
disoluciones necesarias para la realizacion de los ensayos de validacion. Otras balanzas
y granatarios empleadas para la calibracién y verificacion del material volumétrico
fueron: balanza de precision marca Precisa modelo 610C, con un rango de trabajo de
0.5 a 610 g; balanza granatario marca Mettler-Toledo modelo BP3001, con un rango de
trabajo de 5 a 3100 g. Todas ellas se calibraron y verificaron como se describe a
continuacion.

Calibracion

Como cualquier otro instrumento, las medidas proporcionadas por las balanzas estan
sujetas a un error que depende del proceso de medida y de las condiciones de trabajo,
y que normalmente se estima como incertidumbre durante su calibracién. El método
empleado para su calibracién es el de medida directa, comparando las lecturas
proporcionadas por la balanza con el valor nominal de un juego de masas patrdn, clase
F1 (OILM, 2004). Se debe calibrar la balanza en todo el rango de medida.

Las balanzas deben estar limpias, niveladas y ubicadas en un sitio libre de vibraciones y
fuentes de calor. Se deposita el juego de masas patrdn, clase F1, junto a la balanza al
menos 24 horas antes del inicio de la calibracién, asegurandose que las condiciones
ambientales en la sala de balanzas durante el periodo que dure la calibracién son
estables y estan dentro de los siguientes intervalos: 50 £ 20 % de humedad relativa y
25+ 10°C de temperatura, con una variacion maxima de temperatura de 3 °C.

Se realizan 10 series de pesadas, inicialmente en orden ascendente de masa y
posteriormente descendente, variando la posicién de la masa en la balanza. De esta
forma, la variabilidad de los resultados recoge mas fuentes de variacién que si cada
masa se midiese de forma seguida.

Para la medida de la histéresis se comprueba que la balanza recupera el valor de una
masa, M, después de retirar otra de mayor masa, M*.

Para estimar la incertidumbre debida al tarado se tara la balanza a mitad de rango y se
van depositando masas patrén en orden creciente hasta superar el valor de la tara.

Cadlculo de la correccion

Se calcula la correccidn para cada uno de los puntos de calibracidn i, del siguiente
modo:

cor; =Mpegia —Mieal ec. 3.6

Mieai =Mnominal + COlpat ec. 3.7
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El valor medio de masa, Meqia, debe ser corregido por el empuje del aire. Este efecto
es consecuencia directa del principio de Arquimedes (Gonzdlez et al., 2005; Riu et al.,
2001a) y hace que los valores de masa proporcionados por la balanza sean inferiores a
su valor verdadero. Por tanto, la ecuacidn anterior pasa a ser la siguiente:

p .

€Ol =Mea —Mmedia - [1_ mreJ ec. 3.8
Ppesa

siendo p,ire Ia densidad del aire en el momento de la calibracidn y ppesq la densidad de

la masa patrdn. Este efecto se puede considerar despreciable frente al valor nominal

de cada masa vy en la préctica se ha despreciado (Reichmuth et al., 2004).

Estimacion de la incertidumbre

Para estimar la incertidumbre se aplicé el método de propagacion de errores descrito
en el Apartado 2.4.1. (JCGM 100, 2008).

En primer lugar se identifican las fuentes que contribuyen a la incertidumbre final de
los resultados proporcionados por las balanzas. En la Fig. 3.8 podemos ver que, dentro
del grupo de otras contribuciones esquematizadas en la Fig. 2.23, se ha incluido una
nueva contribucién debida a la deriva de la linealidad.

DeriVa”neandad Derivapaianza

Ibal
Resolucién >
eso balanza
L Taradobalanza
Repen‘:lonbalanza Empujeaire
Excentricidad Calpatrsn
Histéresis Patron

Derivagensibilidad

CorPatrén DerPatrén

Calibracién

Fig. 3.8: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre final de la balanza

En cuanto a las contribuciones estimadas durante la calibraciéon, podemos incluir
contribuciones debidas a la deriva de sensibilidad, excentricidad, histéresis, empuje del
aire y tara de la balanza.

Una vez identificadas las fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre final, la
siguiente etapa es estimarlas en cada punto de calibracién. La Tabla 3.12 muestra las
ecuaciones empleadas para cuantificar estas fuentes de incertidumbre. Se han omitido
en esta tabla los coeficientes de sensibilidad al ser, para todas las contribuciones, la
unidad.
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Capitulo 3: Materiales y métodos

Por ultimo, se obtiene la incertidumbre combinada en cada punto de calibracion, upgy;,
aplicando la ley de propagacion de errores, ec. 3.9. La incertidumbre total expandida
de la balanza, I,4.;, se obtiene multiplicado el valor de la incertidumbre combinada por
el factor de cobertura, K.

La balanza se considera apta para su uso si se cumple, para cada punto de calibracidn i,
las condiciones que se muestran en la Tabla 3.13, y se le asignara como incertidumbre
de equipo, lpg, la incertidumbre maxima de las obtenidas en cada punto de calibracion.

Tabla 3.13: Condiciones de validez para la calibracion de las balanzas

Tol
—>3
Ibal
oK | + lpai| < Tol
Verac; = cor; < Verac,gminal

Rep; = Smasa-i < Re Prominal

En la Tabla 3.14 quedan recogidas las tolerancias, y veracidad y reproducibilidad
nominales asignadas a cada balanza segun el rango de trabajo.

Tabla 3.14: Tolerancia y condiciones nominales asignada a las distintas balanzas

Rango de trabajo Tol
Veracnominak Repnominal
(8) (8)
0.0001 a 110 0.0025
0.0001 a 210 0.0015
2 x resolucién 2 x resolucion
0.01a610 0.15
0.1a3100 0.35

En Tabla A.l.1 del Anexo | se muestra la hoja de célculo empleada para recoger los
datos y realizar los cdlculos en la calibracién de las balanzas utilizadas en este trabajo.

Verificacion

La verificacién de las balanzas se realiza para comprobar que estas siguen siendo aptas
entre calibraciones. Se comparan las lecturas, en varios puntos de verificaciéon i, con el
valor nominal de las masas patrén secundario, clase M1 (OILM, 2004) depositadas al
lado de la balanza al menos 2 horas antes de verificar las balanzas. Al igual que la
calibracidn, se realiza en todo el rango de medida. Para decidir si las balanzas siguen
siendo aptas para el uso, se realizan cinco medidas y se calcula la correccién para cada
valor nominal de las masas patron utilizadas, de la siguiente manera:
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Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

COler_i =Mmedia —Mrea ec. 3.10

Las balanzas siguen siendo aptas para el uso si se cumple, para cada punto de
verificacion, i, que la correccién, cor,,, mas la incertidumbre de la balanza, /pg,
estimada durante su calibracién, es menor que la tolerancia, Tol, asignada a la balanza:

‘Corver—i ‘ + ‘Ibal‘ <Tol ec. 3.11

En el Anexo | se encuentra la tabla empleada en la verificacién de las balanzas
utilizadas en esta Tesis, Tabla A.l.2.

Mantenimiento

El mantenimiento consta Unicamente de operaciones de limpieza que se realizan
siguiendo las instrucciones del fabricante de la balanza.

3.4.2. MATERIAL VOLUMETRICO

Al igual que las balanzas, el material volumétrico se utiliza en todos los métodos
analiticos durante la realizacion de disoluciones y diluciones. Por tanto, se hizo
necesario un control exhaustivo de su estado mediante calibraciones y verificaciones
periddicas.

Calibracion

Para la calibracion se emplea el método gravimétrico que consiste en determinar el
valor de masa de un liquido de densidad conocida, normalmente agua destilada, que
puede contener el material volumétrico (UNE-EN ISO 3696, 1996, UNE-EN-ISO 8655-6,
2003). En el caso de pipetas y buretas se hace por vertido, esto es, se tara la balanza
con el recipiente colector y se pesa el volumen vertido. En el caso de matraces y
probetas se tara la balanza con el recipiente vacio y a continuacidén se pesa lleno de
agua hasta la marca. La masa de agua pesada se relaciona con el volumen real
teniendo en cuenta la incertidumbre de la balanza, el empuje del aire, la dilatacion
térmica de los materiales (vidrio, pldstico, acero) y la diferencia de temperatura
respecto a la temperatura de referencia (20°C) y la temperatura del recipiente durante
las mediciones (ASTM E542-01, 2007; Blaubrand, 2004; UNE-EN ISO 4787, 2010). En
caso de ser material volumétrico de volumen fijo el volumen de ensayo serd el
volumen nominal. Para el caso de material volumétrico de volumen variable se
ensayardn al menos en tres volumenes: el volumen nominal, aproximadamente al 50%
del volumen nominal y el limite inferior del intervalo de volumen util (UNE-EN-ISO
8655-6, 2003).
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Capitulo 3: Materiales y métodos

Antes de calibrar el material volumétrico se debe mantener el agua destilada en la sala
donde se realice la calibracidon al menos durante 24 h, y debe asegurarse que el
material volumétrico esta limpio y seco (Riu et al., 2002).

Durante la calibracion se deberdn registrar la temperatura ambiental, la temperatura
del agua, la presién barométrica y la humedad, las cuales deberdn estar dentro de
unos intervalos y su variacién no debe superar un valor dado. En la Tabla 3.15
aparecen los intervalos y variaciones permitidas (UNE-EN ISO 4787, 2010; UNE-EN-ISO
8655-6, 2003).

Tabla 3.15: Condiciones ambientales necesarias durante la calibracién del material volumétrico

Parametro Intervalo calibracion | Variacién permitido Resolucion equipos de medida
T2 agua (°C), t,, 15-25 +0.5 <0.2
T2 aire(°C), t, 18-28 0.5 +25 <0.2
Humedad, %H 30-90 +10 <10
Presion (mbar), p 930-1040 +8 <5

Cuando se utiliza un segundo equipo para realizar calibraciones como es este caso, es
fundamental que este tenga la resolucidon adecuada. En primer lugar para que esté en
concordancia con el rango a medir y en segundo lugar, ya que si ésta es demasiado alta
repercute en el valor de la incertidumbre. En este caso el equipo secundario empleado
es una balanza la cual debe estar calibrada, con resolucién 10 veces mejor que la
tolerancia del material a calibrar. Para microvoliUmenes, las caracteristicas técnicas de
la balanza deberdn estar de acuerdo a los siguientes requerimientos indicados en la

Tabla 3.16 (CENAM EMA., 2009; UNE-EN ISO 4787, 2010; UNE-EN-ISO 8655-6, 2003):

Tabla 3.16: Requisitos de las balanzas empleadas durante la calibracidon del material volumétrico

Volumen seleccionado Resolucion Repetibilidad y linealidad | Incertidumbre tipica de medicidn
v (mg) (mg) (mg)
1pL<V<10pL 0.001 0.002 0.002
10 uL <V <100 pL 0.01 0.02 0.02
100 pL £V <1000 pL 0.1 0.2 0.2
ImL<V<10mL 0.1 0.2 0.2
10 mL<V <200 mL 1 2 2

El volumen a 20°C, V5, se calcula multiplicando la masa media, obtenida al pesar el
contenido del material volumétrico al menos 10 veces, por un factor de correccion
volumétrico Z (Trujillo et al., 2002; UNE-EN 1SO 4787, 2010; UNE-EN-ISO 8655-6, 2003):
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V20 = Ivlmedia Z ec. 3.12

donde Z es

z-| 1 ||y Pae | q_y.(t, -20) ec. 3.13
(o 0]

~ Paire Ppesa

En esta expresion, M eqic Simboliza la masa media pesada de 10 determinaciones; t,, es
la temperatura del agua en °C (entre 5y 40°C); Ppess €5 la densidad de la masa
especifica del peso de ajuste de la balanza (= 7.8 g-cm™); pwes la densidad del agua
saturada de aire, y su dependencia con la temperatura viene regida por la férmula de
Kell modificada (Jones et al., 1992):

P =(999.85308+6.32693-102 - t,, —8.523829-10% - t2 +

ec. 3.14
+6.943248.10°° -t3 -3.821216-107 -t/ )/1000

y es el coeficiente de expansién del material con el que estd fabricado el material
volumétrico (ASTM E542-01, 2007; Blaubrand, 2004; UNE-EN ISO 4787, 2010)

Tabla 3.17: Coeficientes de expansidn de distintos materiales

Material (°Z’1)
Vidrio borosilicatado, VBS 9.9-10°
Vidrio de soda, VS 27-10°
Poliestireno 21010°
Policarbonato 450 10°°
Polipropileno 240 10°°

Paire €S la densidad del aire, que es funcidn de la presiéon, humedad relativa y
temperatura. Se calcula como se indica a continuacidn (Becerra et al., 2001; Davis,
1992).

-M M
Paire = ZF‘)F\’-Tvl:l_XV '[l_ MV J:l ec. 3.15

a

donde p es la presidon atmosférica en Pa, M, es la masa molar del aire seco igual a
0.0289635 kg-mol'l, R es la constante molar de los gases, 8.31451 J-K'l-mol'l, T es la
temperatura expresada en K, M, es la masa molar del vapor de agua, 0.0180154
kg-mol™ y x, es la fraccién molar de vapor de agua; la férmula para su calculo es la
siguiente (Davis, 1992):
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Capitulo 3: Materiales y métodos

0,
L= A’H(F: (1.0062+3.14-10® p+5.6-107 -12).
[1.2378847-10’5-TZ—19121316-10’2-T+33.93711047+W’rﬂ] ec. 3.16
e

Siendo, t, la temperatura ambiente en °C, T la temperatura ambiente en Ky %HR la
humedad relativa.

z es el factor de compresibilidad adimensional (Davis, 1992).

2
2=1-Plag var-t, v 124 40yt xy +(Co i t) G [ D @B ec 227

siendo:
ap=1.58123 10° K Pa™ a; =-2.933110% Pa™ a,=1.1043 10K Pa™
b, = 5.7070 10° K Pa™ b, =-2.0510% pa™ co=1.9898 10% K Pa™
¢, =-2.376010° Pa™ d=1.8310"K*Pa? E=7.6510°K*Pa”

Una forma mads simplificada de calcular la densidad del aire, no empleada en este
trabajo, es la siguiente (EURAMET/cg-18/v.02, 2009):

3.48444.10° .p—%HR -[2.52.10°° -1, - 2.0582:10°°|
T

Paire =

ec. 3.18

También pueden emplearse las tablas incluidas en la norma UNE-EN ISO 4787, que
reunen los valores del factor de correccion volumétrico, Z, asi como densidades del
agua y del aire a distintas temperaturas y presién atmosférica (UNE-EN ISO 4787,
2010).

La pérdida por evaporacion puede ser un factor relevante cuando se trabaja con
volumenes reducidos. Para determinar la pérdida de masa, se llena de agua el
recipiente a pesar, se observa la lectura obtenida y se pone en marcha un crondmetro.
Se comprueba como disminuyen los valores al cabo de 30 segundos comparando con
la lectura a tiempo cero. En caso de tapar el recipiente no es preciso, por lo general,
gue se corrija la evaporacién (Batista et al., 2007; UNE-EN-ISO 8655-6, 2003).

Cadlculo de la correccion

Se calcula, para cada uno de los volumenes a calibrar, la correccidn, cor;, del siguiente
modo:
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cor; = Va0 = Vigminal ec. 3.19

Estimacion de la incertidumbre del material volumétrico

La incertidumbre se ha estimado aplicando el método de propagacion de errores,
descrito en el Apartado 2.4.1. (Batista et al., 2007; Blues et al., 2004, JCGM 100, 2008;
UNE-EN ISO 4787, 2010; UNE 400331 IN, 2003).

Las contribuciones tenidas en cuenta para la estimacion de la incertidumbre del
calculo del volumen quedan resumidas en la siguiente figura (Bailon Pérez et al., 2005):

VZO
Balanza Condiciones ambientales
Masa VA
> IVoI
Clase Repeticion

Fig. 3.9: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre total del material volumétrico

Una vez identificadas las fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre final, la
siguiente etapa es estimarlas para cada uno de los volumenes a calibrar. La Tabla 3.18
muestra las ecuaciones empleadas para cuantificar cada una de estas fuentes de
incertidumbre. Se han incluido en esta tabla los coeficientes de sensibilidad por ser
distintos de la unidad para algunas contribuciones.

Por ultimo, se obtiene la incertidumbre combinada, uy;, aplicando la ley de
propagacién de errores descrita en la ec. 3.20, y se multiplica por el factor de
cobertura, K, para obtener la incertidumbre total expandida, /..
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Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Se considera que el material volumétrico es apto para el uso si se cumple, para cada
volumen calibrado, las condiciones reflejadas en la Tabla 3.19, y se le asignard la
incertidumbre maxima de las obtenidas para cada volumen como incertidumbre de
equipo, ly,:

Tabla 3.19: Condiciones de validez para la calibracién del material volumétrico

T—OI>3

cor;| + lyoii| < Tol
Verac; = cor; < Verac,gminal

Rep; = Smasa Z< Repnominal

En la Tabla 3.20 se indican los valores de la tolerancia, y veracidad y reproducibilidad
nominales que hemos impuesto a cada tipo de material volumétrico.

Tabla 3.20: Tolerancias y condiciones nominales asignadas al material volumétrico

Material volumétrico Tolerancia Verac,ominak RepPnominal
Matraces 0.5% Vnominal tol tol/2
Probetas 0.5% Vnominal tol tol/2
Aforadas 0.5% Vnominal tol tol/2
Pipetas -
Graduadas resoluciéon tol tol/2
Micropipetas Verac +2xrep UNE-EN-ISO 8655, 2003

En caso de superarse estos valores, el material se considera no apto y serd
desestimado para sus funciones.

En el Anexo | se encuentran las tablas empleadas para la toma de datos y realizacién
de los cdlculos durante la calibracién del material volumétrico empleado en este
trabajo, Tabla A.l.3 a Tabla A.l.5.

Verificacion
De todo el material volumétrico solo es necesario verificar periédicamente aquel que
tenga partes moviles como las micropipetas, dosificadores...

Para ello se realizan cinco medidas de la misma forma que la calibracién y se calcula el
volumen, Vo segun la ec. 3.12. Para verificar la validez de los datos se calcula la
veracidad y repetibilidad y se comprueba que los resultados son menores que los
nominales especificados por la normas UNE-EN-ISO 8655 (UNE-EN-ISO 8655, 2003).

En el Anexo | se encuentra la tabla de toma de datos y cdlculos usada en la verificacion
del material volumétrico empleado en esta Tesis, Tabla A.l.6.
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3.4.3. ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA VISIBLE

Se empled un espectrometro de UV-vis Shimadzu UV-1603 para la determinacién de
fenol. Al igual que el resto de equipos de medida, se asegurd la trazabilidad de las
medidas que afectan a la calidad de los resultados, en este caso absorbancia y longitud
de onda. Por tanto, se hizo necesario un control exhaustivo de su funcionamiento
mediante calibraciones y verificaciones periddicas frente a juegos de filtros patréon de
absorbancia y longitud de onda (Holcombe et al., 2001).

Calibracion

Las medidas proporcionadas por el espectrofotometro estan sujetas a un error que
depende del proceso de medida y de las condiciones de trabajo, error que estimamos
anualmente como incertidumbre durante su calibracién. El método empleado para su
calibracién es el de medida directa, comparando las lecturas proporcionadas por el
equipo con el valor nominal de un juego de filtros patrén.

Un espectrofotémetro de ultravioleta-visible, en funcién de su forma de trabajo,
puede realizar a determinadas longitudes de onda medidas directas de absorbancia
(por ejemplo, determinacidn del color en aguas residuales (UNE-EN ISO 7887, 2012)) o
indirectas, por lo que requerird una calibracion con disoluciones patrén. En ambos
casos, los valores de absorbancia se registran a una longitud de onda determinada de
modo que el equipo debe estar calibrado en longitud de onda antes de ser calibrado
en absorbancia (Burke et al., 1983).

Para la realizacidon de la calibracidn, el espectrofotémetro deberd estar estabilizado
durante 30 minutos. Las condiciones ambientales en la sala no son parametros criticos
para la calibracion, pero durante el periodo que dure la calibracién deben ser estables
y estar dentro de los siguientes intervalos: 50 + 20 % Hr y 25 + 10°C.

En este caso los patrones empleados en la comprobacidon de la longitud de onda
fueron filtros de holmio y didimio trazables al patron SRM 930e de NIST (National
Institute of Standards and Technology) (Allen, 2007). Los filtros empleados en la
confirmacion de la absorbancia fueron de aproximadamente 0.25, 0.5 y 1 unidades de
absorbancia a distintas longitudes de onda (Clare, 2005).

Se realizan inicialmente 5 series de medida con los filtros de didimio y holmio vy
posteriormente con los filtros de absorbancia alternando orden ascendente vy
descendente con las siguientes condiciones instrumentales:

Tabla 3.21: Condiciones instrumentales de medida del espectrofotometro UV-vis durante la calibracion

Longitud de onda Absorbancia

Modo barrido espectral
Rango de barrido: 190 nm — 1100 nm.
Rango de registro: 0 — 3 Abs.
Velocidad de barrido: media-lenta.

Modo fotométrico
Hacer un autocero al aire.
Seleccionar las siguientes longitud de onda:

Ay =440, A, = 465, A3 = 546, A, = 590 y As = 635 nm
Intervalo de longitud de onda: 0.2 - 0.1 nm ! 2 3 ‘ Vi
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Calculo de la correccion

Se calcula la correccién, cor;, para cada uno de los puntos de calibracién, tanto en
longitud de onda como en absorbancia, empleando las siguientes ecuaciones:

COlya-j = UAmedia - UAreal ec. 3.21

CON_j = Amedia — Mreal ec. 3.22

En el caso de los filtros patrén de absorbancia y longitud de onda el certificado indica
Unicamente valores reales y no nominales.

Estimacion de la incertidumbre

Para estimar la incertidumbre se aplica la ley de propagacién de errores detallada en el
Apartado 2.4.1. (JCGM 100, 2008).

En primer lugar se identifican las fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre
final de los resultados proporcionados por el equipo y que se esquematizan en el
siguiente diagrama.

Deriva equipo Anchura ceiga

Resolucién
Estabilidad inea-base
Derivajinea base

Auxiliar
Derpatron Corpatron

Calibracién

Fig. 3.10: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre final de un espectrofotémetro UV-vis: en
negro las que contribuyen a la incertidumbre en longitud de onda y absorbancia, en azul cuatro
contribuciones mas a la incertidumbre total de la absorbancia.

Una vez identificadas las fuentes de error la siguiente etapa es cuantificarlas en cada
punto de calibracion. En la Tabla 3.22 estan recogidas las contribuciones a la
incertidumbre en la longitud de onda y en la absorbancia. Se han omitido en esta tabla
los coeficientes de sensibilidad al ser para todas las contribuciones la unidad.
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Se obtienen las incertidumbres combinadas para la longitud de onda y absorbancia en
cada punto de calibracién, uy.;y uya.;, aplicando la ley de propagacién de errores como
se indica en las ecuaciones ec. 3.23 y ec. 3.24 y se multiplican por el factor de
cobertura, K, para obtener la incertidumbres totales expandidas, I.; y lua.i-

El equipo se considera apto para su uso si se cumplen, tanto en absorbancia como en
longitud de onda, las condiciones indicadas en la Tabla 3.23 para cada punto de
calibracién; se le asignara como incertidumbres de equipo, I, y lys, las incertidumbres
maximas obtenidas:

Tabla 3.23: Condiciones de validez para la calibracidn espectrofotémetro de UV-vis

Tol Tol
—>3 —>3
lua b,
COrya_i|+lua| < Tol cor,_i|+I,|< Tol
Vel‘aCUA_i = COI‘UA_i < Veracnomina| Vel'aC;L_i = COI’;L_i < Veracnomina|
Re Pua-i < Re Prominal Re Py < Re Prominal

En la Tabla 3.24 se indican los valores de tolerancia, y veracidad y reproducibilidad
nominales permitidas para cada rango de medida segln las especificaciones del
equipo.

Tabla 3.24: Tolerancia y condiciones nominales asignados al espectrofotometro UV-vis

Rango de calibracién Tolerancia Verac,ominak RePnominal
De 0a 0.25 UA 0.003 0.002 0.001
De 0.25a 0.5 UA 0.005 0.002 0.001
De0.5a1UA 0.008 0.004 0.002
Filtro de holmio 1.5 0.5 0.1
Filtro de didimio 1.5 0.5 0.1

En el Anexo | se encuentran las tablas utilizadas para la toma de datos y célculos
durante la calibracion del espectrofotometro empleado en este trabajo, Tabla A.l.7 y
Tabla A.L.8.

Verificacion
La verificacidon del espectrofotdmetro se realiza de forma alterna a la calibracién y
después de alguna incidencia, verificdndose las mismas especificaciones que en la

calibracién y, ademas, el paso de banda espectral y la luz difusa, determinada con una
disolucién de NaNO, al 5%.

La verificacion de la absorbancia y longitud de onda se realiza de la misma forma que
la calibracion.
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La verificacion del paso de banda espectral se realiza registrando un espectro de
energia entre 650 nm—660 nm a velocidad lenta, con un intervalo de longitud de onda:
0.2-0.1 nm; la anchura del pico a mitad de altura debe ser 2 nm.

Para comprobar la luz difusa se escoge el modo de medida fotométrico en transmision,
a 220 nm de longitud de onda; se hace un autocero con agua ultrapura y se hacen 10
medidas de la disolucion filtro de NaNO,; posteriormente se retira el filtro y se
comprueba que se restablece el valor inicial.

Para decidir si el equipo sigue siendo apto para el uso, se realizan cinco medidas y se
calcula la correccién para cada valor nominal del filtro empleado del siguiente modo:

COler_ua = UAmedia - UAreal ec. 3.25

COlgrp = 7Lmedia - kreal ec. 3.26

El espectrofotémetro sigue siendo apto para el uso si se cumple, para cada punto de
verificacion, tanto en absorbancia como en longitud de onda, las siguientes
condiciones:

Tabla 3.25: Condiciones de validez para la verificacion del espectrofotémetro de UV-vis

CONer_ua—i| *+ lua—i| < Tol CONer_y—i| +[lhi| < Tol
VeracUA_i =COIyaj < Veracnomma, Verack_i =con_; < Veracnomma,
Repya-i = Sya_i <Re€Pnominal Rep;_i =S, <RePuomina

La Tabla A.1.9 y Tabla A.l.10 del Anexo | muestran un ejemplo de las tablas empleadas
para la toma de datos y realizacion de cdlculos durante la verificacion del
espectrofotometro empleado en esta Tesis.

Mantenimiento

Periddicamente se realizan las siguientes operaciones de mantenimiento: limpieza del
compartimento de muestras y chequeo del desecante de gel de silice.

3.4.4. CROMATOGRAFO IONICO

Para asegurar la trazabilidad de las medidas, que afectan a la calidad de los resultados,
se hace necesario un control exhaustivo de su funcionamiento mediante verificaciones
periddicas de determinados componentes del equipo (AMC, 1997).

Calibracion

En el cromatdgrafo idénico empleado las calibraciones realizadas fueron analiticas,
relacionando la concentraciéon de una especie quimica en disolucidn con la magnitud
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fisica que mide el equipo, conductividad en este caso. Una vez registradas las
respuestas al medir una serie de disoluciones de concentracién conocida se obtiene la
relacion entre respuesta y concentracion (CEM QU-004, 2000).

Verificacion

Dado que no se realizé calibraciéon del equipo, se optd por realizar operaciones
exhaustivas de verificacion de sus especificaciones consistentes en comprobaciones
periddicas del estado de la bomba, del detector y del inyector, comparando los
resultados obtenidos con las especificaciones indicadas por el fabricante. La
verificacion de los componentes del cromatédgrafo se realiza en los rangos de
operaciéon empleados durante la aplicacion del método de andlisis de determinacion
de aniones.

Todos los equipos auxiliares empleados durante la verificacién, en este caso balanza,
crondmetro y termdémetro, estaban igualmente validados.

La verificacion del estado de las bombas consiste en realizar comprobaciones
periddicas de la estabilidad, veracidad y reproducibilidad del caudal que proporcionan.
Para la verificaciéon de la estabilidad de las bombas se comprobara que el flujo que
aportan es constante con el tiempo. Para ello se cambia la fase mdvil por agua
destilada, se desconectan las bombas del sistema para que funcionen
auténomamente, se ajusta su caudal a un valor fijo, se recoge el liquido a la salida
durante un tiempo determinado, t, en un recipiente previamente tarado, M,, y se pesa,
M. Se calcula el flujo real de las bombas, F, mediante la férmula ec. 3.27, teniendo en
cuenta la densidad del agua a la temperatura de realizacién del ensayo, p, (Marinero
et al., 2003).

M

M
P 00 ec. 3.27
w

donde t se expresaens, M;y Msen g, p, en g-mL'1 y Fen mL-min.

La verificacion de la veracidad y precisiéon de las bombas se puede realizar a partir de
los datos obtenidos durante la comprobacion de la estabilidad del flujo como %Er y
%DER:

Frnedido — Fromi
YEr = ‘ medido nommal‘ .100 ec. 3.28
nominal
%DER = _ " 100 ec. 3.29

nominal

donde s es la variacién del flujo como desviacidn tipica en mL-min™.

135



Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Un componente muy importante del cromatégrafo idnico es la célula de conductividad
del detector, la cual debe someterse a diferentes operaciones de verificacién. En
primer lugar se comprueba su veracidad midiendo diversos patrones de conductividad
a una temperatura controlada y comparando el valor medido por el equipo con el valor
real. Para ello se bombea directamente cada patrén de conductividad al detector.
También se debera verificar el ruido y la deriva de la linea base registrada por el
cromatégrafo pasando fase mdévil durante largo tiempo; la diferencia entre el valor
inicial menos el final debe estar bajo especificaciones.

El cromatdgrafo idnico es apto para el uso si cumple las especificaciones del equipo
indicadas a continuacion:

Tabla 3.26: Condiciones de validez para la verificacion de las bombas del
cromatégrafo idnico

Verac = %Er < %Er,minal

Rep = %DER < %DER o minal

Tabla 3.27: Condiciones de validez para la verificacion del detector del
cromatografo idnico

Verac = %Er < %Er, o minal
Ruidodelalineabase < Especificaciones

Derivadelalineabase < Especificaciones

En el Anexo | se encuentra la Tabla A.l.11 empleada para la toma de datos y célculos
durante la verificacidn del cromatdgrafo idnico empleado en esta Tesis.

Mantenimiento

Otro de los elementos de un cromatdgrafo a verificar es el inyector, pero al ser un
bucle de volumen fijo no es necesario ningun tipo de comprobacion, simplemente
mantenerlo limpio pasando agua ultrapura una vez terminada las medidas.

3.4.5. ORDENADORES Y PROGRAMAS INFORMATICOS

La realizacién de todos los calculos involucrados en este trabajo se ha llevado a cabo
empleando hojas de cdlculo y plantillas previamente validadas en Microsoft EXCELO
(Chan et al., 2004).

136



4. RESULTADOS Y DISCUSION







Capitulo 4: Resultados y discusion

En este capitulo se discuten los resultados obtenidos en las validaciones de los tres
métodos analiticos estudiados, incluyendo previamente las validaciones de los equipos
de medida empleados.

4.1. VALIDACION DE EQUIPOS DE MEDIDA

Todos los equipos empleados en la realizacion de esta Tesis se incluyeron en un plan
de calibracion/verificacion/mantenimiento segin los requerimientos del método de
ensayo, tal como se describe en el Apartado 3.4.

4.1.1. BALANZAS

Todas las balanzas empleadas se calibraron periddicamente con juegos de pesas
calibrados y trazables Clase F1. En la Tabla 4.1 se detallan los valores certificados de las
masas patrén empleadas en la calibracién de una de las balanzas analiticas (Sartorius
1601 AMP8-1).

Tabla 4.1: Masas patron empleadas en la calibracion de la balanza analitica Sartorius 1601 AMP8-1, en g

Mhominal 0.01 0.1 1 10 100
Mreal 0.009998 0.099977 1.000000 10.00007 99.99992
Tolerancia 0.000025 0.00005 0.0001 0.0002 0.0005
lpat 0.000008 0.000016 0.00003 0.00006 0.00016
COF pat 0.000002 -0.000023 0.000000 0.000070 -0.000080

La incertidumbre de las balanzas se estimé de acuerdo a las ecuaciones recogidas en la
Tabla 3.12. Los valores de incertidumbre obtenidos para la balanza Sartorius 1601
AMP8-1 se muestran a continuacion:

Tabla 4.2: Incertidumbre de la balanza analitica 1601 AMP8-1

|\/Inominal cor IbaI
%olpal
() (8) (8)
0.010 0.00005 0.0008 7.7
0.100 0.00003 0.0003 0.30
1.000 0.00002 0.0003 0.026
10.000 -0.00003 0.0003 0.0029
100.000 0.00018 0.0005 0.0005
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Se observa que, en valor absoluto, la incertidumbre es del mismo orden de magnitud
en todo el rango de medida de la balanza; sin embargo, si lo expresamos en valor
relativo, la incertidumbre es inversamente proporcional al valor de la masa. Se
obtuvieron resultados analogos al calibrar el resto de balanzas.

En la Fig. 4.1 podemos ver la incertidumbre de la balanza Sartorius 1601 AMP8-1
desglosada en contribuciones. Podemos observar que las contribuciones Uder-sen, Uder-equ
0 Ucalpat dUMenNtan con la masa, mientras que uUemp disminuye rapidamente al aumentar
la masa; otras contribuciones como Uigra, Ucor-pats Urep O Uexcen tienen una tendencia
aleatoria y Ures Y Uderiineas S€ Mantienen contantes dentro del rango de medida. La
contribucion debida la histéresis, upiste, resultd ser nula y la debida a la deriva de los
patrones, Uger-pat, NO se considerd al no disponer de un historial de calibraciones por ser
los patrones nuevos. Las contribuciones que mas influyen en la incertidumbre total de
esta balanza son las debidas a la deriva de sensibilidad, la falta de linealidad de la
balanza y la excentricidad. Sobre las dos primeras no se puede actuar, pero la ultima es
debida al envejecimiento del equipo, y la Unica forma de actuar sobre ella es pesar en
el centro de la balanza y esperar hasta que el peso marcado sea estable. En cualquier
caso, el error cometido en todo el rango de medida de la balanza estudiado es menor
del 10% (Tabla 4.2); para valores de masa superiores a 0.1 g el error es inferior al 0.5%.

l"i (Y:Xi)
4.0E-04 W Ugercen
. Uder-e
_equ
3.0E-04 | Wy,
ures
2.08-04 W Ucor-par
Wu.
1.0E:04 | Ueal-pat
uexcen
. Uder-lineal
0.0E+00 mu
0.01 0.1 1 10 100 emp
Mnominal (g)

Fig. 4.1 Contribuciones a la incertidumbre total de la balanza para cada punto de calibracién

Las masas patron secundarias empleadas durante la verificacién de la balanza se
indican en la Tabla 4.3

Tabla 4.3: Masas patréon empleadas en la verificacidon de la balanza analitica Sartorius 1601 AMP8-1, en g

Mirominal 0.02 0.1 1 10 100
cor -0.000167 -0.000067 0.000181 0.000106 0.000865
Mreal 0.019833 0.099933 1.000181 10.000106 100.000865
lpat 0.00010 0.00017 0.00033 0.00067 0.0017
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Todas las balanzas empleadas han cumplido las condiciones de validez para la
calibracién y verificacién indicadas en las Tablas 3.13 y 3.14 y en la ec. 3.11.

4.1.2. MATERIAL VOLUMETRICO
El material volumétrico empleado durante la realizacidn de esta Tesis fue el siguiente:
A Material volumétrico aforado de vidrio de Clase A:
4+ Matraces aforados de 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 mL
+ Pipetas aforadasde 5, 10 y 25 mL
A Material volumétrico graduado de vidrio de Clase A:

4 Pipetas graduadas de 5, 10 y 25 mL
4+ Probetas de 100, 250, 500, 1000 y 2000 mL

A Material volumétrico accionado por pistén:
4+ Micropipetas de volumen variable de 0.1, 0.2, 1y 5 mL

Se estimd la incertidumbre aplicando las ecuaciones mostradas en la Tabla 3.18. En la
Tabla 4.4 se muestra la incertidumbre obtenida para el material volumétrico de vidrio.

Tabla 4.4: Incertidumbre del material volumétrico de vidrio

Material volumétrico aforado Material volumétrico graduado
Pipetas aforadas Matraces Pipetas graduadas Probetas
Vnominal Ivol Vnominal Ivol Vnominal IvoI Vnominal IvoI
l%’Ivol %l %Ivol %Ivol
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
5 0.018 | 0.35 25 0.048 | 0.19 c 1 [0.029 | 2.9 100 20 | 058 | 2.9
10 0.023 | 0.23 50 0.071 | 0.14 5 | 0.029 | 0.58 100 | 0.59 | 0.59
25 0.047 | 0.19 100 0.12 | 0.12 10 2 | 0.058| 2.9 550 50 1.2 2.3
250 0.18 | 0.071 10 | 0.058 | 0.58 250 1.2 | 0.47
500 0.30 | 0.060 5 10059 | 1.2 100 | 2.9 2.9
25 500
1000 0.47 | 0.047 25 | 0.063 | 0.25 500 | 2.9 | 0.58
2000 0.71 | 0.036 200 | 5.8 | 2.9
1000
1000 | 5.8 | 0.58
400 12 2.9
2000
2000 | 12 0.6

De acuerdo a los datos de la Tabla 4.4, podemos ver que al aumentar el volumen
nominal del material volumétrico la incertidumbre final aumenta en valor absoluto,
pero disminuye en valor relativo. También se observa que, para el material graduado,
la incertidumbre en valor absoluto es constante independientemente del volumen
medido.
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En las siguientes graficas vemos cémo influyen las distintas fuentes de error segun el
tipo de material volumétrico. Para el material volumétrico aforado como pipetas, Fig.
4.2 y matraces, Fig. 4.3, la fuente de error que mas contribuye a la incertidumbre total
es la clase y en menor medida la contribucién debida a la repetibilidad, mientras que
las contribuciones debidas a la balanza y las condiciones ambientales son minimas por
regla general.

ui (YIxi)
0.025
0.020 |
U

0.015 | clase
Wu.,

0.010 | Ubal
||

0.005 - Yz

T B e B

5 10 25
Vpipeta (ml')

Fig. 4.2: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre del volumen de las pipetas aforadas

u; (y,x)
0.35
0.30
0.25
020 | Uclase
Wu,,
015 Upal
0.10 | oy
0.05
0.00 e wm il ;| J L
500

25 50 100 250 1000 2000

(mL)

Vmatraz

Fig. 4.3: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre del volumen de los matraces

Para ilustrar el efecto de la incertidumbre de la balanza sobre la incertidumbre del
material volumétrico, se calibré un matraz de 100 mL utilizando tres balanzas de fondo
de escala creciente y por tanto incertidumbre creciente. En la Fig. 4.4 se muestran los
resultados obtenidos. Se observa que la contribucién debida a la balanza es minima
cuando la masa del volumen a calibrar esta proxima al fondo de escala de la balanza,
pero aumenta progresivamente cuando dicha masa es menor que el fondo de escala.
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Fig.
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4.4: Efecto de la sensibilidad de la balanza sobre la incertidumbre de un matraz de 100 mL

Las contribuciones individuales a la incertidumbre total del material volumétrico
graduado se muestran en la Fig. 4.5 (pipetas graduadas) y en la Fig. 4.6 (probetas).
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5: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre del volumen de las pipetas graduadas
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Fig. 4.6: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre del volumen de las probetas
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La fuente de error que mas contribuye es la debida a la clase del material y, en menor
medida, la repetibilidad; las contribuciones debidas a las condiciones ambientales y a
balanza son en comparacidon minimas. En las mismas graficas se han representado las
fuentes de error para el volumen minimo verificado y para el fondo de escala, no
observdndose ninguna diferencia significativa en el rango del material.

En la Tabla 4.5 se muestran las incertidumbres obtenidas para los volumenes maximo y
minimo medidos con las distintas micropipetas empleadas, de acuerdo a su volumen
nominal y resolucion.

Tabla 4.5: Incertidumbre del material volumétrico de piston

Vhominal Resolucion Vi L
%Ivol
0.01 0.00080 8.0
0.001
01 0.1 0.00080 0.80
' 0.01 0.00037 3.7
0.0001
0.1 0.00040 0.40
0.020 0.00069 35
0.2 0.001
0.2 0.00076 038
0.1 0.00074 0.74
0.001
1 0.0012 0.12
0.1 0.0015 15
1 0.0025
1 0.0021 0.21
0.1 0.0029 29
0.005
1 0.0035 0.35
0.5 0.0030 0.60
5 0.005
5 0.0047 0.094

Como ocurria con el material volumétrico de vidrio, al aumentar el volumen vertido
por la micropipeta la incertidumbre final aumenta en valor absoluto, pero disminuye
en valor relativo.

En la Fig. 4.7 se puede ver que las contribuciones mayores vuelven a ser las debidas a
la clase y a la repetibilidad de las medidas, excepto para las micropipetas de menor
volumen nominal donde la contribucién de la balanza es la mas importante. En cuanto
a la contribucién debida a las condiciones ambientales, u,, ha resultado ser mas
significativa que en el caso del material volumétrico de vidrio.

En la Fig. 4.8 se han representado las contribuciones a la incertidumbre de tres
micropipetas de Vyhominal = 1 mL con diferente resolucidn. Puede observarse de nuevo la
mayor influencia de la contribucién debida a la clase en la incertidumbre total.

Las Fig. A.ll.1 y Fig. A.ll.2 del Anexo Il muestran las contribuciones porcentuales a la
incertidumbre para las micropipetas empleadas para varios volimenes y la
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comparacién de las contribuciones en el valor limite inferior y valor nominal de cada

micropipeta.
ui (Y:Xi)
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Fig. 4.7: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre del volumen de las micropipetas
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Fig. 4.8: Influencia de la resolucion en la incertidumbre del volumen de miropipetas

Podemos concluir que, en general, en el material volumétrico de volumen variable
(probetas, pipetas graduadas y micropipetas de volumen variable) la contribucién de la
clase a la incertidumbre total es mds significativa que en el material de volumen fijo ya
gue la resolucidn suele ser mayor que la tolerancia (Tabla 3.18).

El material volumétrico de vidrio que no cumplia las condiciones de validez indicadas
en la Tabla 3.19 y Tabla 3.20 se desechd.

Las micropipetas, por ser material volumétrico de volumen variable, se sometieron a
verificaciones periddicas.

4.1.3. ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA VISIBLE

El espectrofotémetro UV-vis empleado para la determinacion de fenol fue de la marca,
Shimadzu, modelo UV-1603. En la Tabla 4.6 se indican las longitudes de onda de los
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filtros de holmio y didimio empleados para la calibracidn y verificacion de la longitud
de onda; mientras que los filtros empleados para la calibracién y verificacion de la
absorbancia estan indicados en la Tabla 4.7. Todos ellos pertenecian a un juego de
filtros de la marca Hellma verificados periddicamente frente a patrones
internacionales y trazables.

Tabla 4.6: Filtros de longitud de onda empleados durante la calibracion/verificacion del
espectrofotémetro UV-vis

Holmio (nm) 279.28 360.88 453.46 536.32 637.54

Didimio (nm) 327.98 471.98 525.42 680.98 875.56

Tabla 4.7: Filtros de absorbancia empleados durante la calibracion/verificacion del espectrofotémetro

UV-vis
Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3
A Vhominal + Ifittro Vhominal + Ifittro Vhominal + Ifittro
(nm) (UA) ) (UA) (UA) ) (UA) (UA) ) (UA)
440 0.270 + 0.002 0.494 + 0.004 0.972 + 0.007
465 0.237 + 0.002 0.455 + 0.004 0.895 + 0.007
546 0.241 + 0.002 0.464 + 0.004 0.903 + 0.007
590 0.259 + 0.002 0.513 + 0.004 0.969 + 0.007
635 0.260 + 0.002 0.514 + 0.004 0.939 + 0.007

Con los resultados obtenidos de las cinco medidas replicadas realizadas se estimo la
incertidumbre de la longitud de onda y absorbancia aplicando las expresiones
recogidas en la Tabla 3.22.

La Tabla 4.8 y la Tabla 4.9 muestran los resultados de incertidumbre absoluta y relativa
para longitud de onda y absorbancia, respectivamente. Se observa que la
incertidumbre absoluta permanece prdcticamente invariable con la longitud de onda,
siendo ligeramente superior para el filtro de didimio. En el caso de la absorbancia la
incertidumbre aumenta con ésta, permaneciendo la incertidumbre relativa
aproximadamente constante. En ningun caso la incertidumbre superé el 1%.

Tabla 4.8: Incertidumbre de la longitud de onda del espectrofotémetro UV-vis

. A IUV‘ViS'}\. . A IUV-vis-)»
Filtro %luyviss, | Filtro %l yy-vis-
(nm) (nm) (nm) (nm)

279.35 0.30 0.11 328.15 0.54 0.16
o 360.90 0.30 0.08 ° 472.10 0.53 0.11
% 453,55 0.42 0.09 _% 525.50 0.52 0.10
* 536.40 0.33 0.06 e 681.20 0.57 0.08
637.70 0.56 0.09 875.20 0.81 0.09
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Tabla 4.9: Incertidumbre de la absorbancia del espectrofotémetro UV-vis

Absorbancia luv-vis-ua Bl on
(UA) (UA)
0.25 0.0024 0.96
0.50 0.0047 0.94
1.00 0.0074 0.74

En la Fig. 4.9 y Fig. 4.10 se han representado las fuentes de error que contribuyen a la
incertidumbre total de la longitud de onda y de la absorbancia.
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279.35 | 360.9 | 453.55 536.4 637.7 | 328.15 @ 4721 525.5 681.2 875.2
Filtro Holmio Filtro Didimio

Longitud de onda (nm)

Fig. 4.9: Contribuciones a la incertidumbre de la longitud de onda del espectrofotémetro UV-vis
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Fig. 4.10: Contribuciones a la incertidumbre de la absorbancia del espectrofotémetro UV-vis

Se observa que las contribuciones a la incertidumbre total que mas afectan en ambos
parametros son las debidas a la incertidumbre de los patrones, Ucor-der-pat Y Ucal-pat-
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Los valores de incertidumbre total asignados al equipo en longitud de onda y en
absorbancia se corresponden con los valores maximos obtenidos en el rango de
calibracién y se muestran en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10: Incertidumbre del espectrofotémetro UV-vis

Parametro luv-vis
A 0.9 nm
Absorbancia 0.007 UA

El equipo cumple, en ambos pardmetros, con las condiciones de validez exigidas que se
indicaron en la Tabla 3.23 y Tabla 3.24. El espectrofotometro UV-vis también ha
satisfecho las condiciones de validez para la verificacién indicadas en la Tabla. 3.25.

4.1.4. CROMATOGRAFO IONICO

El equipo empleado para la validacién del método cromatografico para la
determinacion de aniones en aguas residuales fue un cromatégrafo iénico Metrohm
792 Basic IC con supresidn quimica.

Los resultados obtenidos durante la verificacidon de la estabilidad de las bombas a tres
velocidades de flujo aparecen reflejados en la Fig. 4.11, en la que se observa que el
flujo permanece estable a las tres velocidades ensayadas y dentro de las
especificaciones indicadas por el fabricante (variabilidad del flujo nominal < = 0.5%).
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—t e e
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0.5025
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0.4975 - " " " " " " )
0 10 20 30 40 50 60 70
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Fig. 4.11: Estabilidad de la bomba del cromatdgrafo a distintas velocidades de flujos

148



Capitulo 4: Resultados y discusion

En la Fig. 4.12 se han representado el sesgo relativo medio y la desviaciéon estandar
relativa para cada valor de flujo ensayado. En los tres casos, los resultados obtenidos,
tanto para veracidad como precisidon de la bomba, cumplen las especificaciones (sesgo
maximo < £2% y %DER < £0.1%).

%Er %DER
3 0.15
2 1 0.10
1t \h‘ 1005 — %Er
o | - 0.00 — %DER
: 1 1.5 e
a1 1 005 — Especificaciones
2+ 1 -0.10
-3 -0.15

Caudal (ml-min-t)

Fig. 4.12: Veracidad y precisidon de la bomba del cromatdgrafo a distintos flujos

Para verificar la respuesta del detector se emplearon tres patrones de conductividad
trazables a NIST (National Institute of Standards and Technology) con valores
nominales dentro del rango de medida del método: 147+ 5 pS-cm™ a 25°C, marca
Crison; 84 + 1% uS-cm'1 a 25°C, marca Eutech Instr; y 15 + 1% uS-cm'1 a 25 °C, marca
Hamilton.

Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Tabla 4.11. Se puede apreciar que el
error cometido en el 1%
especificaciones.

rango ensayado es menor del como indican las

Tabla 4.11 Conductividades obtenidas por el cromatdgrafo para cada
patrén de conductividad

e Anominal Areall Amedida

il il -1 %Er
(°C) (uS-em™) (uS-cm™) (uS-em™)
15.3 15 11.92 12.03 -0.92
19.6 84 74.43 73.69 0.99
24.3 147 145 146.25 -0.86

La estabilidad del detector se comprobd registrando, durante una hora, la linea base
de la fase movil. En la ampliaciéon del cromatograma mostrado en la Fig. 4.13 vemos
gue tanto el ruido como la deriva de la sefial estdn dentro de las especificaciones del
fabricante (ruido ~ 2.4 nS-cm™ y deriva ~ 1 nS-cm™* en 20 min).
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Fig. 4.13: Cromatograma ampliado registrado durante 20 minutos

4.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE ANIONES DISUELTOS EN AGUAS

A continuacion se describen los ensayos realizados y los resultados obtenidos en la
validacion del método de analisis para la determinacién de aniones disueltos en aguas
residuales y continentales mediante cromatografia idnica.

El fundamento del método y las etapas basicas del procedimiento analitico fueron
descritos en el Capitulo 3. Las caracteristicas técnicas a determinar, asi como los
objetivos perseguidos para este método de analisis, se han presentado en la Tabla 3.6.

4.2.1. ENSAYOS PREVIOS A LA VALIDACION

Antes de llevar a cabo el proceso de la validacién se realizaron una serie ensayos
previos para establecer las condiciones generales de experimentacion y llevar a cabo el
método de analisis preliminar descrito en el Capitulo 3. La finalidad de estos ensayos
era concretar la estabilidad de reactivos, patrones y muestras; establecer los rangos
lineales; establecer los requerimientos instrumentales... Se ha incluido un apartado
dedicado a la eleccion y preparacion de las matrices sintéticas empleadas para validar
el método.

Conservacion de reactivos y patrones

El uso de disoluciones caducadas o estropeadas puede afectar a la validez del método
y por tanto a la incertidumbre de las medidas. La determinacién de la caducidad de
reactivos y patrones estd asociada a su estabilidad y debe ser comprobada para
asignarle a cada disolucidon empleada su tiempo de vida util. También es fundamental
para evitar la reposicion innecesaria de reactivos aun utiles y reducir tiempos de
analisis, aumentando por tanto la competitividad de los laboratorios.
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Para evaluar la estabilidad de las disoluciones patrén de los aniones se representé el
area de pico cromatografico en funcién de tiempo. La estabilidad de la fase movil se
evalud a partir de la deriva de los tiempos de retencidén de los picos de los aniones.
Como criterio de aceptacion se establecid en ambos casos que la desviacién en los
resultados fuera menor al 5% respecto del valor inicial.

Se preparé un multipatron de aniones y una fase movil concentrados que se
conservaron refrigeradas a 4°C durante un periodo de tres meses. A partir de estas
disoluciones concentradas se prepararon semanalmente, por dilucidn, la fase mévil de
trabajo y un multipatrén de concentraciones 7.5 mg-L* de F, CI' y Br' y 15 mg-L"* de
NO,, NOs, PO,*" y SO4> con los que se midi6 area y tiempo de retencién de los picos.
La Fig. 4.14 muestra la variacion temporal del drea de pico y del tiempo de retencién
para cada anion.

Puede observarse que la variacién de los tiempos de retencidn de los aniones es, en
todos los casos, menor del 5% durante el periodo de tres meses ensayado; por tanto,
en el procedimiento de trabajo se puede indicar que la fase mévil concentrada puede
emplearse durante los tres meses posteriores a su preparacion.
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Fig. 4.14: Estudios de estabilidad de patrones de aniones y fase movil
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Fig. 4.14 (cont.):Estudios de estabilidad de patrones de aniones y fase mévil

Por su parte, las dreas de pico de los aniones muestran variaciones inferiores al 5%
respecto del valor inicial durante el primer mes. Pasado ese tiempo siguen siendo
todos estables excepto el nitrito, que disminuye, y el nitrato, que aumenta,
probablemente debido a la oxidacién de nitrito a nitrato.

A la vista de los resultados se decidié establecer un tiempo maximo de conservacion
de tres meses para la fase mévil concentrada y de un mes para los multipatrones de
aniones. Estos tiempos de conservacién fueron incluidos en el procedimiento de
analisis definitivo, PNT-aniones, descrito en el Anexo IlI.

Conservacion de la muestra

Debe conocerse la metodologia a seguir para la toma y conservacion de las muestras y
asi evitar resultados erréneos en la medida de la concentracion del analito de interés
debido a la reaccién de éste con otros compuestos presentes en las muestras o con el
propio recipiente. Para establecer las condiciones de conservacion de las muestras de
agua residual para la determinacidn de aniones, se recopilaron datos de los periodos
de conservacioén, el tipo de envase permitido, técnica de llenado y temperatura de
conservacion, recomendados en distintas normas consultadas. Esta informacion se
resume en la Tabla 4.12 (APHA, 1998; ASTM D4327, 2011; UNE-EN ISO 5667-3, 2004,
UNE-EN ISO 10304-1, 2009; USEPA Method 300.1, 1997).
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Tabla 4.12: Condiciones para la conservacion de aguas en las que se van a determinar aniones

Tamano de la

Normativa A Envase Conservacion Tiempo
muestra
F, Cl, Br filtrar 0.45 pm 28 dias
EPA 3001, NO,, NO5, PO Vv, P 48 h
’ ’ ’ - i . oras
1997 2 3 4 filtrar 0(;45 pum;
SO, 4°C 28 dias
ASTM D 4327, filtrar 0.22 um; Lo antes
Todos -- -- .
2011 4°C posible
filtrar “in situ”;
P,V 500 24 horas
1-5°C
Todos
filtrar “in situ”;
P 500 1 mes
-20°C
F P, no PTFE 200 -- 1 mes
cl P,V 100 - 1 mes
UNE EN ISO 5667-3, NO, P,V 200 1-5°C 24 horas
2004 Br PV 100 1-5°C 1 mes
P,V 1-5°C 24 horas
NO;3 P,V 250 pH 1-2 con HCI 7 dias
P -20°C 1 mes
N V, VB, P 250 1-5°C 1 mes
PO,
P 250 -20°C 1 mes
s0,” P,V 200 1-5°C 1 mes
UNE-EN ISO 10304-1, Sin cdmara de 2-8°C; oscuridad;
Todos P . - . -
2009 aire para NO, filtrar 0.45 um
Todos - - filtrar 0.2 pm -
F Vv, P 300 - 28 dias
ar Vv, P 50 - 28 dias
Tan pronto como
NO, V, P 100 sea posible -
Standard Methods Refrigerar, 4°C 48 horas
APHA, 1998 Br Vv, P 100 - 28 dias
Lo antes posible;
. 48 horas
NO; V,P 100 refrigerar, 4°C
Muestras cloradas 28 dias
PO43' \Y 100 Refrigerar, 4°C 48 horas
s0,” Vv, P 100 Refrigerar, 4°C 28 dias

Para confirmar los periodos de conservacion encontrados bibliograficamente, se
analizaron durante un mes dos muestras reales provenientes de ejercicios de
intercomparacion suministradas por Quimiométricas S.L. (muestras A y B). En la Fig.
4.15 podemos ver los resultados obtenidos en la determinacion de los aniones objetivo
de los ejercicios. Al representar los valores experimentales junto con el intervalo
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delimitado por la desviacién robusta respecto del valor asighado para cada analito
podemos observar que los resultados permanecen dentro de dicho intervalo durante
el periodo investigado.
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Fig. 4.15: Variacién temporal de las concentraciones de distintos aniones en muestras reales
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Por otro lado, la diferencia maxima entre medidas es menor del 10% para todos los
casos excepto para el fosfato, no observandose ninguna tendencia temporal en los
valores representados, por lo que esas desviaciones se pueden asignar a errores
experimentales y no a inestabilidad de las muestras.

A la vista de los resultados obtenidos con las muestras reales ensayadas, se decidid
establecer un periodo maximo de conservacién de las muestras de 28 dias para el
analisis de aniones por cromatografia ionica, siempre y cuando los recipientes estén
completamente llenos y se conserven refrigeradas. No obstante, dado que no se ha
comprobado experimentalmente la estabilidad de nitrito y bromuro en una muestra
real y solo se ha ensayado una Unica matriz real, y a la vista de las recomendaciones de
las distintas normativas recogidas en la Tabla 4.12, para garantizar la integridad de las
muestras estas se analizardn lo antes posible. Estas condiciones de conservacion de las
muestras fueron incluidas en el procedimiento de andlisis (PNT-aniones, Anexo ).

También se deben tener en cuenta las recomendaciones bibliogréficas encontradas
referentes a los envases para el almacenamiento. De este modo, las muestras se
deben almacenar en recipientes de politetrafluoretileno, PTFE, (excepto para el caso
del fluoruro), polietileno o vidrio, lavados y aclarados repetidamente con agua
ultrapura con objeto de minimizar los riesgos de contaminacién de las muestras; se
debe evitar utilizar soluciones de detergentes fuertemente alcalinas o acidos fuertes
minerales en las operaciones de limpieza de los recipientes (PNT-aniones, Anexo ).

Establecimiento de la linealidad del método

Para el establecimiento del rango lineal del método de andlisis se tomaron como
referencia los valores bibliograficos (APHA, 1998, UNE-EN ISO 10304-1, 2009; USEPA
Method 300.1, 1997), ampliandolos tanto a concentraciones menores como mayores.
Se prepard una disolucion multipatrén concentrada de aniones de aproximadamente
500 mg-L* de F, CI'y Br' y 1000 mg-L™* de NO,, NO3', PO,* y SO,> por pesada directa
de las correspondientes sales sédicas o potdsicas, y se diluyé a las concentraciones
indicadas en la Tabla 4.13 para obtener los patrones de calibracion.

Tabla 4.13: Multipatrones ensayados para el establecimiento de la linealidad de la determinacion de

aniones
Patron 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cr e (Mg-L?) 005 | 01 | 015 | 03 04 | 05 1 1.5 2
Gl CC 0.1 0.2 0.3 0.6 0.8 1 2 3 4
vV (mL) 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Ceaer (mg LY 2.5 5 7.5 10 15 20 30 50 75
C noz, N3, P04, s0a (Mg L) 5 10 15 20 30 40 60 100 | 150

155



Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

El establecimiento del rango lineal para cada anidon se basd en el andlisis de los
residuales y el factor de respuesta, f; calculado como la relacién entre area de
pico/concentracion, para cada uno de los puntos de las lineas de calibrado.

La Fig. 4.16 muestra las lineas de calibrado obtenidas. En la grafica insertada se ha
ampliado el primer tramo de las lineas de calibrado para una mejor visualizacion de la
falta de linealidad provocada por la desviacion de la respuestas a altas
concentraciones, causada por el sistema de supresion quimica.
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Fig. 4.16: Lineas de calibrado para la determinacién de aniones

El gréfico de los residuales representado en la Fig. 4.17 muestra una tendencia no
aleatoria, adquiriendo valores excesivamente elevados a concentraciones altas (Ca> 30
mg-L"). El tipo de grafico obtenido para casi todos los aniones indica que los residuales
son heteroceddsticos y el calibrado no es lineal en el rango ensayado.
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Fig. 4.17: Representacion grafica de los residuales

La Fig. 4.18 representa los factores de respuesta frente a la concentracidn,
observdndose una variabilidad menor a concentraciones intermedias, indicando que la
sensibilidad es aproximadamente constante en el intervalo central de la recta
ensayada.
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Fig. 4.18: Representacion grafica de los factores de respuesta

A la vista de estos resultados se decidid incluir en el procedimiento analitico, como
rango de calibracién, el intervalo donde los factores son aproximadamente constantes
y los residuales pequefios y aleatorios. Los limites superiores se fijaron por tanto en 15
mg-L* para F, CI'y Br' y 30 mg-L™* para NO,, NO3, PO,y SO,°.

Se ha preferido mantener patrones a bajas concentraciones para conseguir los
objetivos en los limites de cuantificacién. Dado que los limites de cuantificacion
objetivo son 2.5 mg-L’1 para F,ClyBryb5 mg-L'1 para NO;, NO3, PO4’3 y 5042', los
limites inferiores de la linea de calibrado se fijaron en 0.5 y 1 mg-L™ respectivamente,
para asegurar que los limites de cuantificacion quedasen dentro del rango de
calibracién. Con toda esta informacién se establecieron los rangos lineales indicados
en la Tabla 4.14 y representados en la Fig. 4.19.

Tabla 4.14: Concentracion de los patrones de calibracion seleccionados

Anidn Concentracion, (mg A-L™)
F-, CI, Br 0.5,2.5,5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15
NO,, NO5, PO,”, SO,” 1,5, 10, 15, 20, 25, 30
250
—_ OF
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Fig. 4.19: Lineas de calibrado propuestas para la determinacién de aniones
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En la Fig. 4.20 podemos ver cdmo, en el rango de calibracién propuesto, los residuales
son mucho mas pequenos y los factores de respuesta son mas homogéneos.
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Fig. 4.20: (a) Representacion gréfica de los residuales y( b) Representacion grafica de los factores de

respuesta para la linea de calibrado propuesta en la determinacién de aniones

o

Los factores de respuesta medios de cada anién, f, y su variacién, expresada cémo
%DER;, se resumen en la Tabla 4.15. Se puede apreciar que, excepto para el fosfato,
cumplen el valor objetivo impuesto de %DER¢ < 10% (Tabla 3.6), lo que nos confirma la
linealidad del calibrado.

Tabla 4.15: Factores de respuesta para las lineas de calibrado empleadas en la determinacién de aniones

F cr NO, Br NO5 PO,” S0,”
f 15.2 9.3 6.3 3.8 49 3.2 6.2
%DER¢ 4.9 5.9 5.0 2.1 4.3 11.0 3.9

Requerimientos del sistema cromatografico

La precolumna/columna cromatografica constituye el elemento de separacion del
sistema cromatografico, siendo su eficacia de separacién funcion de distintos
pardmetros operacionales como el relleno de la columna o el tipo de eluyente
empleado. A medida que se usa la columna se van ocluyendo los puntos activos, el
relleno se va compactando... dejando de ser eficaz. La norma UNE-EN ISO 10304-1
indica que la columna es eficiente si la separacién de los picos llega a la linea base y los
picos son simétricos y establece los valores limite de resolucién y asimetriaen R> 1.3y
A;< 2, respectivamente. Por tanto, para evaluar cuando una columna deja de ser vdlida
se debe calcular para cada cromatograma la resolucién y asimetria del pico para
comprobar si el valor de estos parametros cumple los valores limites establecidos
(Schdfer et al., 2003; UNE-EN 1SO 10304-1, 2009; USEPA Method 300.1, 1997).

158



Capitulo 4: Resultados y discusion

En la Fig. 4.21 podemos ver dos cromatogramas superpuestos de dos patrones de
idéntica concentraciéon medidos con la precolumna/columna en estado éptimo y con la
precolumna/columna envejecidas. La Tabla 4.16 resume los valores de resolucion y
asimetria de ambos cromatogramas comprobandose que para bromuro, nitrato y
sulfato no se cumplen los requisitos de validez de la precolumna/columna, siendo esta
no eficaz. Cuando estos requisitos no se satisfagan para los aniones de interés, se
debera actuar sobre la columna y/o precolumna, regenerandolas o sustituyéndolas.

uS/em
— Eficaz Tabla 4.16: Variacién de la eficacia de la columna
o] No eficaz Eficaz No eficaz
A Res , 1 | Asimetria | Res .1 | Asimetria
10- F F 7.22 1.10 491 1,39
cr 3.57 1.19 2.28 1.75
NO, 4.28 1.22 2.62 1.78
8 Br 2.47 1.42 1.25 1.96
NO; 6.46 1.87 3.65 2.33
67 Cl NO:~ PO,> 3.02 1.11 1.79 1.79
S0~ 0 1.08 0 2.02
4-
2-
T T T T T T T T T T T T

SA0IHAS—T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 min

Fig. 4.21: Efecto del estado de la precolumna/columna sobre la forma de los picos cromatogréficos

Al inicio de cada sesién se debe comprobar que la sefial de la linea base no supera un
determinado valor preestablecido; valores superiores serian indicadores de
alteraciones de la fase movil, del sistema supresor de conductividad, del detector o
incluso de la columna. Se establecié un valor maximo tolerable de conductividad para
la linea base de 20 uS cm™.

Aguellos procedimientos de ensayo que requieren la preparacion de blancos deben
tener establecido el valor maximo de seial permisible que no afecte al resultado. En
este caso el blanco se evalud inyectando, antes de los patrones de calibracién, agua
desionizada filtrada, verificAndose la ausencia de picos.

A partir de los cromatogramas registrados para un patrén de concentracién 5 mg-L™ de
F,ClyBryl0 mg-L'1 de NO;, NO3 PO43' y 5042', se fijaron los intervalos permitidos
para los tiempos de retencion, considerando una variacion maxima del 5%. Los
intervalos resultantes se muestran en la Tabla 4.17.
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Tabla 4.17: Tiempo de retencién

A tg £ 5% (min)
3.55+0.20
cr 5.01+0.25
NO, 5.89 +0.30
Br 7.19+0.35
NO;’ 8.14 £ 0.40
PO,” 11.97 + 0.60
S0~ 14.03 + 0.70

Los requisitos impuestos a los valores limite de resolucion y asimetria de los picos, la
sefial maxima admisible de la linea base, la condicion de obtener un blanco con
ausencia de picos antes de empezar una nueva linea de calibrado, y la variacion
maxima de los tiempos de retencién, fueron incluidos en el procedimiento analitico
(PNT-aniones, Anexo Ill).

Eliminacidén de interferentes por extraccion en fase sélida

La etapa mas complicada de la determinacidn de aniones por cromatografia idnica (IC)
es la eliminacidn de componentes de la matriz de la muestra que interfieren en la
determinacion de los aniones de interés. Estos interferentes pueden enmascarar o co-
eluir con picos de interés, sobrecargar la columna o causar perturbaciones de la linea
base, o pueden ser retenidos irreversiblemente por la fase estacionaria, haciendo
imposible el andlisis. En muchas muestras puede ocurrir que un anién determinado
esté presente en concentracidon muy superior al resto de analitos de interés,
provocando una interferencia por solapamiento de los picos vecinos. Si la
concentracién de este anién interferente es varios érdenes de magnitud superior a la
del analito vecino, la dilucién de la muestra no es efectiva.

En estos casos suele ser conveniente un pretratamiento de la muestra mediante un
proceso de extraccion en fase sélida, SPE, que retenga especificamente el compuesto
interferente, empleando cartuchos SPE rellenos del material adecuado. En la Tabla
4.18 se resumen las caracteristicas de los cartuchos SPE mds cominmente empleados
para la determinacién de aniones por IC.

Estudios realizados con estos cartuchos han demostrado que son selectivos al anién
correspondiente consiguiéndose recuperaciones del 85-115% (Henderson et al., 1991).

El cartucho IC-H se recomienda para la reduccidon del pH de las muestras alcalinas
antes del andlisis. El idn hidronio de la resina cambiadora es desplazado por los
cationes de la muestra y neutraliza los iones hidréxido, reduciendo su pH. El resultado
neto es la eliminacion de hidréxido y de la cantidad equivalente de cationes de la
matriz analitica.
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Tabla 4.18: Caracteristicas técnicas de los cartuchos SPE empleados en cromatografia anidnica

. » Grupo Capacidad .
Tipo Relleno Contraion .p . Aplicaciones
funcional (mequiv)
. < . Intercambia cationes por H'. Puede ser
Estireno . . Acido S .
IC-H L Hidronio .. 2.0 usado para la eliminacion de cationes
divinil-beceno sulfénico .
de la muestra y para reducir el pH
Estireno Acido Elimina exceso de haluros (ClI, Br, I
IC-Ag L Plata .. 1.7 ( )
divinil-beceno sulfénico formando sales de plata
Estireno Acido Elimina exceso de sulfato precipitandolo
IcBa | , > Bario 19K 16 pre<tp
divinil-beceno sulfénico como sulfato de bario
Eliminan componentes hidrofébicos,
IC-RP Poliestireno -- - detergentes, acidos organicos... Los iones
inorganicos no son retenidos

Es frecuente que el exceso de cloruro en una muestra impida la correcta cuantificacion
de los picos proximos. Segun las especificaciones, los cartuchos SPE IC-Ag empleados
para muestras con exceso de cloruro son selectivos a los haluros en general,
reteniendo también yoduro y bromuro (Henderson et al., 1991). Una vez eluida la
muestra con exceso de cloruro por un cartucho IC-Ag, y con el fin de evitar la
contaminacién de la columna y precolumna con iones plata lixiviados del primer
cartucho, es necesario eluirla por un segundo cartucho IC-H que intercambia los
catiénes Ag’ por protones (Slingsby et al, 2001).

En la Fig. 4.22 podemos ver los cromatogramas correspondientes a disoluciones
eluidas a través de estos cartuchos: un blanco y tres alicuotas de un multipatrén,
original con una concentracién préxima al LoQ, dopado con 500 mg-L" de cloruro, y
esta Ultima tratada con los dos cartuchos en serie. En los cromatogramas se observa el
solapamiento del pico de cloruro con el pico vecino del nitrito en el multipatrén sin
tratar, y como el tratamiento con los cartuchos SPE disminuye el pico del cloruro y
bromuro sin afectar a los picos restantes.

uS/em

6 — blanco tratado con cartuchos
5 =— multipatrén LoQ
4 —multipatréon LoQ con interferente afiadido

5]/000180 —multipatrén LoQ tratado con cartucho

u6091928

2
u6092003
1

u6101749
T T
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Fig. 4.22: Efecto del empleo de cartuchos SPE IC-Ag+IC-H
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En aguas residuales y continentales, el sulfato suele estar presente en elevadas
concentraciones, habitualmente muy superiores a la concentraciéon del resto de
aniones inorgdnicos, por lo que puede causar solapamiento de picos. El exceso de
sulfato puede eliminarse con un cartucho IC-Ba que lo precipita como sulfato de bario.
Para ello es preciso liberar Ba®* del cartucho intercambiandolo con otro catién
divalente, como Ca*' o Mg2+, o monovalente, como Na®. En caso de que la muestra no
contenga la cantidad de estos cationes equivalente a la concentracién de sulfato
presente, su eliminacién no seria cuantitativa. En la Fig. 4.23 se muestran los
cromatogramas correspondientes a un blanco eluido a través del correspondiente
cartucho, y para tres alicuotas del multipatrdn: original con una concentracién préxima
al LoQ, dopado con 500 mg-L™ de sulfato y esta misma disolucién tras ser tratada con
el cartucho. Se observa que la presencia de una concentracion muy elevada de sulfato
modifica levemente el cromatograma sin llegar a solapar el pico del fosfato. Debido a
que en este ensayo no se afiadié Ca’" a la muestra para provocar su intercambio con
Ba%', el pico de sulfato en la muestra tratada con el cartucho IC-Ba disminuyd solo
levemente. No obstante, la resolucion del pico del fosfato fue completa y la linea de
base mejoré ligeramente.

En la practica, para que la eliminacién de sulfato sea efectiva, se deberd dopar la
muestra con la cantidad suficiente de CaCl,, que a su vez incrementaria la
concentracién de cloruro; por tanto, el pretratamiento de las muestras reales
consistiria en tres cartuchos en serie IC-Ba, IC-Ag e IC-H (Slingsby et al., 1996; Slingsby
etal, 2001).

uS/cm
9
8
7
s = blanco tratado con cartuchos
5 — multipatrén LoQ
4 =—multipatréon LoQ con interferente afiadido
5 mm—\ﬁj —multipatrén LoQ tratado con cartucho
2 u6101954
1 u6141827

1 2Vs 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 min

Fig. 4.23: Efecto del empleo de cartuchos SPE IC-Ba

También se deben eliminar aniones de acidos carboxilicos de cadena corta que
pudieran interferir en el andlisis por su cardcter anidnico, o ser retenidos por la
columna cromatografica perdiendo su eficacia de separacién. La forma mas habitual
de eliminar estos aniones orgdnicos consiste en eluir la muestra a través de un
cartucho IC-H para acidificar la muestra y protonar el anién, antes del empleo de
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cartuchos de extraccion que contienen resinas poliméricas en fase inversa, IC-RP,
donde son retenidos los acidos orgdnicos (Henderson et al., 1991; Ingrand et al, 2002;
Slingsby et al., 2001). En la Fig. 4.24 se muestran los cromatogramas correspondientes
a un blanco eluido a través de un cartucho IC-RP, y a tres alicuotas del multipatrén:
original, dopado con 25 mg-L™ de acetato, y la misma tratada con el cartucho.

En los cromatogramas se observa como el pico del ion acetato coeluye a tiempos de
retencion préximos al fluoruro dificultando su correcta resolucién y cuantificacion.

6 = blanco tratado con cartuchos
5 — multipatrén LoQ

=—multipatrén LoQ con interferente afadido

u6291914 . s .
=—multipatrdn anterior tratado con cartucho
u6301911
=43

)

16302003

18301636 \f“

1 2 v 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 mir

Fig. 4.24: Efecto del empleo de cartuchos SPE IC-RP

Como puede verse, la complejidad de las muestras es muy variada al igual que su
pretratamiento; en cualquier caso, se recomienda la realizacidon de blancos con los
cartuchos a emplear en el pretratamiento de las muestras, especialmente cuando el
anién a cuantificar estd en concentraciones préximas al LoQ.

Eleccidn y preparacion de las matrices sintéticas

En un intento de evaluar los efectos de la matriz en la exactitud del método y por tanto
en la incertidumbre, y en orden a validar el método en todo el rango de matrices de
aguas incluido en el alcance del método, se emplearon muestras de control preparadas
a partir de cuatro matrices sintéticas de complejidad creciente: agua ultrapura para
evitar el efecto matriz; disolucién de ftalato acido de potasio, recomendado como
patron de materia orgdnica (UNE 77004, 2002) y con caracter anionico, disolucién de
glucosa, recomendado como patrén de materia organica (UNE-EN 1899-1, 1998) y
caracter neutro; por ultimo, la matriz sintética preparada como muestra compuesta de
aguas residuales y continentales, descrita en el Apartado 3.2.

Las disoluciones de ftalato y glucosa simulan la materia organica de un agua residual.
Se investigd el efecto de la concentracion de materia orgdnica en la respuesta
cromatografica preparando disoluciones de ftalato y glucosa a diferentes
concentraciones, equivalentes a materia organica expresada como DQO: 100, 500,
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1000, 2500, 5000 y 10000 mg O, L™. La Fig. 4.25 muestra los cromatogramas obtenidos
para las diferentes disoluciones de ftalato y glucosa.

(a) (b)
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-100 DQO -500 DQO -1000 DQO -2500 DQO -5000 DQO -10000 DQO

Fig. 4.25: Cromatogramas de las matrices sintéticas de concentraciones crecientes de materia
organica simulada con (a) ftalato y (b) glucosa

Las disoluciones anteriores se doparon con los aniones a estudiar a un nivel de
concentracion intermedio (aproximadamente 8 mg-L"* para F, CI'y Br' y 16 mg-L™ para
el NO,, NO3, PO43' y 5042'). La Fig. 4.26 muestra los cromatogramas obtenidos.
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Fig. 4.26: Cromatogramas de las matrices sintéticas de concentraciones crecientes de materia
orgdanica simulada con ftalato (a) y glucosa (b) dopadas con aniones

Se observa que la concentracidon de materia organica simulada con glucosa no afecta ni
a la linea base ni a los picos cromatograficos de los aniones; sin embargo, la matriz
sintética de ftalato distorsiona tanto la linea base como las sefiales de fosfato y sulfato
a concentraciones elevadas de ftalato. Esta diferencia de comportamiento se debe
probablemente al caracter anidnico del ftalato.
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El efecto de la concentracién de ftalato y glucosa sobre los picos cromatograficos de
los aniones se puede ver cuantitativamente en la Fig. 4.27, que confirma la
imposibilidad de cuantificar correctamente fosfato en matriz ftalato a partir de
500 mg O,-L™ y sulfato a partir de 10000 mg O,-L ™.
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Fig. 4.27: Influencia de la concentracion de (a) ftalato y (b) glucosa en la determinacion de aniones

Teniendo en cuenta que la concentracién de DQO limite de vertido de aguas residuales
en la mayoria de los reglamentos es de 500 mg O,L?, se selecciond ese valor de
concentracién de materia orgdnica para la preparacién de las matrices sintéticas,
equivalente a 425 mg ftalato-L'! y 469 mg glucosa-L™". Esta concentracién de materia
organica no interfiere en el desarrollo del cromatograma en el caso de la matriz
glucosa, pero si parece afectar ligeramente en el caso de la matriz ftalato.

La matriz sintética de mayor complejidad preparada fue la muestra compuesta. Antes
de preparar las muestras de control en esta matriz se procedié a eliminar los aniones
inicialmente presentes. Para ello, se rellené una columna de vidrio de 30x500 mm con
llave de vidrio y placa porosa n20 con esmerilado 29/32, con resina intercambiadora de
aniones Amberlite IRN 78 estireno-divinilbenzeno (gel) en forma hidréxido con una
capacidad de intercambio de 1,1 meg-mL™ (himeda) o 4.0 meq-g™ (seca), de la marca
Supelco (Sigma-Aldrich). En la parte superior se colocdé un embudo de decantacidn
macho-hembra 29/32-29/32 de 500 mL de capacidad desde donde se dosificaba poco
a poco la matriz compuesta, previamente filtrada a través de un filtro de fibra de vidrio
de 45 um de tamano de poro. Por ultimo se recogid la matriz exenta de aniones en un
vaso de precipitados. La Fig. 4.28 muestra el montaje experimental empleado.

Para comprobar la eficacia del intercambio de aniones por grupos hidroxilo se
midieron las respuestas cromatograficas de diferentes alicuotas para comprobar la
ausencia de aniones. En la Fig. 4.29 se muestra un cromatograma de la muestra
tratada en el que se observa pequefios picos debidos a algunos aniones, indicando que
no se eliminan en su totalidad, pero la concentracién residual es, para todos los
aniones, inferior al LoQ. Cuando la sefial de aniones aumentaba, se procedia a
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regenerar la resina pasando una disolucion concentrada de hidrdxido sddico, lavando
posteriormente el exceso de hidroxido con agua ultrapura.

Fig. 4.28: Montaje experimental para la eliminacidn de aniones en la muestra compuesta
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Fig. 4.29: Cromatograma ampliado de la matriz compuesta tratada con resina cambiadora de iones

4.2.2. DISENO EXPERIMENTAL

En el protocolo de validaciéon descrito en el Apartado 3.3 se describié el disefio
experimental seleccionado para la validacion del método de determinacion de
aniones.
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Las muestras de control se prepararon a los niveles de concentracién a ensayar, N;
(2.5, 12.5, 125, 1250 y 6250 mg-L™" para F, CI"y Br y 5, 25, 250, 2500 y 12500 mg-L"
para el NO;, NOg3, PO43' y 5042') disolviendo la cantidad necesaria de la sal sédica o
potasica de los respectivos aniones en las distintas matrices sintéticas. Se prepararon
cantidades suficientes para realizar todos los ensayos de validacion.

Con las matrices sintéticas agua ultrapura y matriz compuesta se prepararon muestras
de control Unicamente a los dos primeros niveles de concentracion para reducir el
trabajo experimental. No se considerd necesaria la preparacion de muestras de control
a los tres niveles de concentracidn superiores puesto que, en el caso de la matriz agua
ultrapura, al diluir los niveles superiores para poder -cuantificarlos quedan
concentraciones similares a los dos primeros niveles y sin presencia de interferentes,
con lo cual no aporta informacién adicional. En el caso de la matriz compuesta, al
provenir de una mezcla de aguas residuales, deberia estar constituida por una amplia
gama de compuestos potencialmente interferentes en la determinacién de los
aniones; sin embargo, el proceso de eliminacién de los aniones inicialmente presentes
supuso la eliminacién de muchos de esos interferentes de modo que el efecto matriz a
niveles superiores, tras la dilucidn, cabe esperar que sea poco significativo.

Para simular el efecto de la materia organica, ausente en la matriz agua ultrapuray a
muy baja concentracion en la matriz compuesta, se prepararon cinco muestras de
control a cinco niveles de concentracion en la matriz sintética glucosa y otros tantos en
la matriz ftalato. Cabe esperar que las muestras de control con concentraciones bajas
de aniones estén afectadas por el efecto matriz y las muestras de control a altas
concentraciones estén afectadas por el efecto de la dilucion y por el efecto matriz, que
disminuye a medida que aumenta la dilucién de la muestra de control. De este modo,
las muestras de control preparadas en estas dos matrices cubriran todo el rango de
medida propuesto en los objetivos. Las diferencias entre la matriz glucosa y ftalato
estaran previsiblemente causadas por el hecho de que la glucosa es un compuesto
neutro que no afecta al desarrollo del cromatograma, mientras que el ftalato es una
especie anidnica que causa de la distorsion de los cromatogramas a elevada
concentracién, como se ha mostrado en la Fig. 4.26.

Las concentraciones de los aniones en las diferentes muestras de control preparadas
se encuentran recogidas en la Tabla 4.19. También se muestra la incertidumbre de
cada concentracidn estimada mediante el modelo “bottom-up”.

Antes de inyectarlas en el cromatdgrafo, las muestras de control con niveles de
concentracién superiores al rango de ensayo fueron diluidas empleando diferentes
factores de dilucion cada dia, de modo que se abarcasen todas las posibilidades reales
y evitando sesgos por dilucidén. La Tabla 4.20 muestra detalladamente las diluciones
realizadas cada dia.

Las Tablas A.Il.1 a A.lIl.7 del Anexo Il muestran todos los resultados experimentales
obtenidos.
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4.2.3. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

Una vez realizados todos los ensayos programados en el disefio de experimentos se
procedié al andlisis estadistico de los mismos para evaluar cada una de las
caracteristicas técnicas del método de andlisis indicadas en la Tabla 3.6 y comparar los
resultados con los objetivos.

Selectividad

Se hizo una revision bibliografica de todas las normas y publicaciones disponibles para
justificar la selectividad y eliminar posibles interferencias (APHA, 1998, ASTM D 4327,
2011; UNE-EN ISO 10304-1, 2009; USEPA Method 300.1, 1997). Estas interferencias
pueden deberse a diferentes causas:

A Coelucidn cromatografica. Por ejemplo, la determinacién de fluoruro y cloruro
estd sujeta a la interferencia causada por la presencia de aniones de acidos
organicos de bajo peso molecular como el férmico o el acético, que aparecen a
tiempos de retencién muy proximos, y que interfieren incluso en concentraciones
bajas. Los aniones de otros acidos organicos como, por ejemplo, maldnico, maleico
y malico, pueden interferir en la determinacién de los aniones inorganicos si se
encuentran presentes en concentraciones elevadas. Los aniones inorgdnicos
fluoroborato y clorito también pueden interferir en la determinacion.

A El pico de un analito vecino solapa al pico de interés. La existencia de diferencias
importantes en las concentraciones de los distintos aniones a analizar puede
originar fendmenos de sensibilidad cruzada (perdida de resolucién).

A Los tiempos de retenciéon cambian debido al cambio de la fuerza iénica y pH de
la fase movil por lo que esta debe ser cuidadosamente controlada.

A La contaminacion de los reactivos y/o del material de laboratorio empleados en
la preparacion de las muestras puede conducir a falsos positivos de los analitos de
interés o incrementar los limites de deteccidn debido a elevadas lineas base.

A El sulfito puede causar un sesgo positivo para el sulfato, como consecuencia de
su oxidacion por el oxigeno disuelto, que es catalizada por cationes como Fe®* o
Cu®". Estos cationes pueden ser enmascarados ajustando el pH de la muestra a 10.
También puede afiadirse una solucion de formaldehido con objeto de estabilizar el
sulfito.

A Se debe investigar la presencia de metales de transicidon o pesados que puedan

formar complejos solubles con los aniones estudiados y eliminarlos con ayuda de

intercambiadoras de cationes, por ejemplo cartuchos acondicionados en forma H*
+

oNa".

Linealidad/Rango de ensayo

Para la estimacién de los parametros de linealidad se utilizaron los datos de las 16
lineas de calibrado realizadas durante el desarrollo del disefio experimental. Los
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resultados medios obtenidos para los pardmetros estadisticos de las lineas de
calibrado para cada anién estan recogidos en la Tabla 4.21.

Tabla 4.21: Valores medios de los parametros de calibracion

" b Sh a Sa Se r?

(cuentas-L-mg’l) (cuentas-L-l-mg'l) (cuentas) (cuentas) (--) (-)
F 16.07 0.2190 -4.874 2.012 2.889 0.9991
cr 10.10 0.2304 -4.349 2.140 3.074 0.9974
NO, 6.783 0.1160 -4.846 2.108 3.028 0.9985
Br 3.911 0.04344 -0.8365 0.4089 0.5874 0.9994
NO; 5.267 0.08558 -3.576 1.612 2.316 0.9986
PO43' 2.786 0.02902 4.673 0.5357 0.7695 0.9994
5042' 6.823 0.1089 -4.142 2.018 2.899 0.9987

A partir de estos datos y teniendo en cuenta que el estadistico t de Student, t..sico, para
a=0.05 y para n-2=5 grados de libertad (n = puntos de la linea de calibrado = 7) es
2.571, se establecieron los limites de confianza de la pendiente y ordenada en el
origen, resultando los valores mostrados en la Tabla 4.22.

Tabla 4.22: Intervalos de confianza de los parametros de
calibracién para la determinacion de aniones

A b ) a
(cuentas-L-mg ) (cuentas)

F 15.50< b < 16.63 -10.05<a<0.30

cr 9.51<b<10.69 -9.85<a<1.15
NO, 6.48<b<7.08 -10.27<a<0.57

Br 3.80<b<4.02 -1.89<a<0.21
NO;5 5.05<b<5.49 -7.72<a<0.57
PO,> 2.71<b<2.86 3.29<a<6.05
5042' 6.54<b<7.10 -9.33<a<1.05

Para todos los aniones la ordenada en el origen no difiere significativamente de cero,
excepto para el fosfato, en el que la ordenada en el origen es positiva apuntando a la
presencia de un error sistematico. Los coeficientes de determinacidon medios fueron
para todos los aniones mayores que el valor objetivo (r* > 0.99). Los resultados
obtenidos confirman la linealidad en los rangos de calibracién propuestos y el
cumplimiento de los objetivos indicados en la Tabla 3.6 para todos los aniones excepto
para el fosfato.

Se incluyeron en el procedimiento analitico, como criterios de aceptacién de las
proximas lineas de calibrado, que la ordenada en el origen y la pendiente esten
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incluidas en los intervalos mostrados en la Tabla 4.22, y que el coeficiente de
correlaccion sea mayor que el minimo de todos los obtenidos durante las calibraciones
realizadas para la validacion; dicho valor fue 0.996.

Para comprobar la validez de las lineas de calibrado realizadas durante los
experimentos, se alternaron entre las muestras tres multipatrones distintos a los
empleados durante la realizacidn del calibrado y a tres niveles de concentracion: limite
de cuantificacidon, concentracién intermedia y limite superior instrumental. La
diferencia entre las concentraciones real y obtenida, medida como porcentaje de error
relativo, %Er, fue inferior al 5% en todos los casos, excepto para la concentraciéon
inferior del anidén fosfato (Bettencourt et al., 1999).

Teniendo en cuenta la duraciéon de cada cromatograma, la no disponibilidad de
inyector automatico, la estabilidad de la respuesta cromatografica y las
especificaciones del fabricante del equipo, se decidié establecer en el procedimiento
analitico una frecuencia de calibracion minima: mensual, cada 500 inyecciones o
después de una incidencia (mantenimiento del equipo, cambio de
precolumna/columna, muestra muy contaminada, averia técnica...) (Mosello et al.,
2004). Para asegurar la validez de las lineas de calibrado se debera medir un
multipatrén al inicio de la sesion de trabajo y cada diez muestras, permitiendo un error
respecto al valor esperado < 5%. En caso contrario, no se dara por buena la linea de
calibrado almacenada y se recalibrara de nuevo.

Sensibilidad

La sensibilidad del método de andlisis para los aniones investigados, expresada como
la pendiente de las respectivas lineas de calibrado, queda recogida en la tabla
siguiente:

Tabla 4.23: Sensibilidades obtenidas para cada anidn, expresada en cuentas-L~mg’1

A F cr NO, Br NO; PO, S0,

Sensibilidad 16.07 10.10 6.783 3.911 5.267 2.786 6.823

Se observa que el método es mas sensible al anidn fluoruro y menos al fosfato, siendo
el orden de sensibilidad: F' > CI"> SO, * NO, ~ NO3 > Br > PO,>

Limite de deteccidn (LoD) y limite de cuantificacion (LoQ)

Estos dos pardmetros se estimaron, de acuerdo a las ecuaciones indicadas en la Tabla
3.6, a partir de los parametros de calibracidon de las 16 lineas de calibrado realizadas
durante el desarrollo experimental, recogidos en la Tabla 4.21. Los valores obtenidos
aparecen en la Tabla 4.24.
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Se puede apreciar que los valores estimados para los limites de cuantificacion son
inferiores a los valores objetivos propuestos en la Tabla 3.6 excepto para el anién
cloruro.

Tabla 4.24: LoD y LoQ obtenidos para cada anién

A LODestimado | LOQestimado | LOQuobjetivo

(mg A'-L'l) (mg A'-L'l) (mg A'-L'l)
F 0.59 1.80 2.5
ar 1.00 3.04 2.5
NO, 1.47 4.46 5.0
Br 0.49 1.50 2.5
NO;" 1.45 4.40 5.0
PO~ 0.91 2.76 5.0
S0,” 1.40 4.25 5.0

Estos valores se han estimado a partir de los pardmetros de lineas de calibrado
realizadas con patrones de aniones en agua pura. En el caso de muestras reales, los
interferentes propios de la matriz y la manipulacion de la muestra introducen un
aumento inevitable de los LoD y LoQ con respecto a los presentados en la Tabla 4.24.
Para demostrar la consecucién del LoQ objetivo al analizar muestras reales, se
compararon los resultados analiticos de las muestras de control preparadas al primer
nivel de concentracion, N3, correspondiente al LoQ objetivo, con los valores esperados.
La Tabla 4.25 muestra los valores esperados y obtenidos, y la diferencia entre ambos
expresada como porcentaje de error relativo, %Er. Se ha resaltado en color rojo los
errores superiores al sesgo maximo admitido (15%).

Para cada anidén se aplicd una prueba estadistica t entre la media experimental
obtenida y el valor conocido, Cpreparada, Para decidir si la diferencia era significativa
(Miller et al., 2002). Esta prueba concluydé que habia diferencias significativas entre
ambos valores; sin embargo, los porcentajes de error relativo fueron inferiores al sesgo
maximo admisible, 15%, exceptuando el fosfato en las matrices sintéticas mas
complejas; por tanto, se mantuvieron los valores objetivo de LoQ de 2.5 mg-L™ para F,
Cl'y Br y 5 mg-L™ para el NO,, NO5 y SO,>. Para el anién fosfato de deberian analizar
las causas que llevan a errores tan altos en matrices complejas antes de fijar un valor
de LoQ.

Veracidad

Se calcularon los errores relativos, %E,,;, de los valores obtenidos para cada analista y
dia, respecto a los valores esperados. En el caso de las muestras de control preparadas
con matriz sintética compuesta, se calcularon las concentraciones una vez restada a
cada anién el area del blanco.
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Se calculd el porcentaje de error relativo medio, %E, mepio, ¥ 10s porcentajes de error
relativo maximo y minimo, %E, yax Y %E, vin, para cada nivel de concentracién de cada
anién en las muestras de control. Para no alargar la presentacion de resultados, estos
se muestran de forma grafica en la Fig. 4.30, en la que se aprecia que, a niveles bajos
de concentracién, los errores son en general mayores. Para la mayoria de aniones
ensayados, el rango de valores de error relativo para el nivel mds bajo de
concentracién no incluye al cero evidenciando la presencia de error sistematico
positivo para este nivel de concentracion.

En el resto de niveles de concentracidn se observa cierto grado de homogeneidad en
los valores obtenidos y se cumple el valor objetivo %Er < 15% para todos los aniones,
excepto en el caso del fosfato, para el que los errores son desmesurados a niveles
bajos de concentracidn, no alcanzandose el valor objetivo.

La veracidad del método, expresada como sesgo, se estimd como el error relativo
maximo de cada nivel de concentracién, en valor absoluto, [ %E,[uax. Se tomé el valor
de error maximo en lugar del valor promedio para reflejar los valores mas
desfavorables del sesgo y garantizar asi el cumplimiento del objetivo de veracidad en
todos los casos (Eurolab, 2006). La Tabla 4.26 muestra dichos valores.

En general se observa que el sesgo aumenta a medida que disminuye la concentracién
de analito en la muestra y aumenta la complejidad de la matriz. La influencia de la
matriz en el sesgo es mds notable, ademas, a concentraciones préximas al limite de
cuantificacién. Una de las posibles causas es que, a altas concentraciones, la muestra
debe ser diluida previamente al analisis, provocando una disminucion del efecto matriz
gue redunda en una disminucion del error.

Precision

La precisidon se evalud por medio de la varianza de reproducibilidad, sz,ep,oduc,-b,-,,-dad,
obtenida del analisis de varianza de los resultados del disefio de experimentos
totalmente anidado de tres factores, empleando la ec. 3.4. En la Tabla 4.27 estdn
recogidos los valores de la precisidn para cada nivel de concentracion, expresados
como porcentaje de desviacion estdndar relativa, %DER. Estos valores se han
representado graficamente en la Fig. 4.31, en la que se observa que el valor obtenido
es menor que el valor objetivo propuesto, %DER. < 15%, en todos los niveles de
concentracidon y para todas las matrices ensayadas. En la misma figura se puede
apreciar que, aunque la determinacién de fosfato es menos precisa, los valores
obtenidos estdn por debajo del valor objetivo. También se aprecia como la falta de
precision aumenta con la complejidad de la muestra, siendo mayor a bajos niveles de
concentracién mientras que a altas concentraciones el efecto de la matriz analitica en
la precisién es menos evidente. Por ultimo, cabe destacar que el efecto matriz en las
muestras preparadas con la matriz sintética compuesta no es muy significativo debido
a que la eliminaciéon de los aniones inicialmente presentes va previsiblemente
acompanfada de la eliminacién de otros muchos interferentes.
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El tratamiento de los resultados del disefio experimental mediante ANOVA nos
proporciona informacidn adicional sobre la repetibilidad y las precisiones intermedias
debidas a la realizacién de los ensayos en distintos dias y por distintos analistas. En las
Tablas A.Il.8 a A.ll.14 del Anexo Il se muestran los valores numéricos de las varianzas
intermedias calculadas para cada nivel de concentracion.

Si representamos los datos de las varianzas intermedias, Spctor, Fig. 4.32, se puede
apreciar que la contribucidon mayoritaria es la debida al cambio de analista, seguida de
la variacién por réplica. La contribucién debida a la realizacidn de los ensayos en dias
diferentes es en general menos significativa. Al estar desglosada la precision en sus
contribuciones, el efecto matriz se aprecia en menor medida.

Stactor Nl
0.30
0.15
0.00
dia analista réplica
Stactor NZ
2.0

dia analista réplica

Stactor N3
12

dia analista réplica

M agua M glucosa ftalato compuesta

Fig. 4.32: Precisiones intermedias por contribucion, anién y matriz para la determinacién de aniones,
expresadas como desviaciéon estandar
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Sfactor N4
90

dia analista réplica

sfactor N5
345

230

dia analista réplica
M agua M glucosa ftalato compuesta

Fig. 4.32 (cont.): Precisiones intermedias por contribucién, anién y matriz para la determinacion de
aniones, expresadas como desviacion estandar.

Incertidumbre

Se estimd la incertidumbre para cada nivel de concentracidn aplicando las ecuaciones
mostradas en la Tabla 3.6 y descritas en el Apartado 2.3.3. Se tuvieron en cuenta tres
contribuciones principales: la falta de veracidad, la falta de precisiéon y la falta de
trazabilidad durante la preparacién de las muestras de control. Como contribucién a la
falta de veracidad se tomd el porcentaje de error relativo maximo, en valor absoluto,
para evitar subestimar la incertidumbre total en las muestras reales.

Los resultados de incertidumbre de cada una de las contribuciones, expresadas como
varianza, la incertidumbre combinada y la incertidumbre expandida se resumen las
Tablas A.1.15 a A.11.21 del Anexo II.

En la Fig. 4.33 se representan las incertidumbres individuales para cada nivel de
concentracion; en ella se puede comprobar que las contribuciones que mas afectan a
la incertidumbre total son las debidas a la veracidad y a la precisiéon, mientras que la
debida a la trazabilidad contribuye de forma casi inapreciable. También se observa que
las contribuciones aumentan a medida que aumenta la complejidad de la muestra.
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15

o = [s2] < <
‘o @ o ‘ o ‘ o
z zZ a| o

veracidad precision trazabilidad

N,
5

sl | =
) ‘ o ‘ e}
Zz | & &

veracidad precision trazabilidad

N3

veracidad precision trazabilidad

N
150 4

120

90

60

30

veracidad precision trazabilidad

M agua M glucosa I ftalato compuesta

Fig. 4.33: Incertidumbres intermedias por nivel de concentracién-anién-matriz
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u Ng
500

400 -

300 -

200

100

veracidad precision trazabilidad

M agua M glucosa I ftalato compuesta

Fig. 4.33 (cont.): Incertidumbres intermedias por nivel de concentracién-anién-matriz

En la Tabla 4.28 podemos ver los resultados finales de incertidumbre expresados como
porcentaje de incertidumbre expandida, %!. Los valores obtenidos de la incertidumbre
total son homogéneos y menores al propuesto en la Tabla 3.6 (%l < 25%) para todos
los niveles de concentracion de cada anidn excepto para los dos primeros niveles del
fosfato, al igual que ocurria con la veracidad. La representacidn grafica de estos valores
presentada en la Fig. 4.34 permite observar que la incertidumbre aumenta con la
complejidad de la muestra y que el efecto matriz en las muestras preparadas con la
matriz sintética compuesta, al igual que ocurria en el caso de la veracidad, no es muy
significativo, probablemente debido a la eliminacién de interferentes durante la
preparacion de las muestras de control.

En la Fig. 4.35 se han representado los resultados de incertidumbre obtenidos para las
distintas muestras de control, diferenciando los resultados por matrices. Debido al
rango de medida tan amplio, para facilitar la visualizacién de la relacién incertidumbre-
concentracién, se representaron graficamente en escala logaritmica, pudiéndose
observar que a bajas concentraciones los valores estimados de incertidumbre estdn
mas dispersos que a altas concentraciones. Esto es debido fundamentalmente al
efecto matriz que a altas concentraciones se minimiza debido al efecto de la dilucién.
Se ha incluido a titulo informativo la representacion de los resultados para el anién
fosfato a pesar de no cumplir los objetivos para dos de las matrices sintéticas
ensayadas a los dos primeros niveles de concentracién.

Una vez obtenida la incertidumbre para cada nivel de concentracidn, se establecio la
relacion funcional entre ambas obteniéndose para todos los aniones relaciones
potenciales del tipo I=k3 %, gue aparecen recogidas en la Fig. 4.35. Estas relaciones
funcionales se corresponden aparentemente con el Tipo Il propuesto en la norma UNE
82009-2.
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Fig. 4.35: Representaciones de la incertidumbre para cada anién y matriz en funcién de la
concentracién de anién
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Las ecuaciones que relacionan la incertidumbre con la concentraciéon de acuerdo al
Tipo Ill, deben cumplir que 0 < k; < 1. Como se observa en las ecuaciones mostradas en
la Fig. 4.35, para la mayoria de los aniones k, tiende a la unidad. En el caso del nitrito y
del sulfato, se excede muy ligeramente el valor superior del intervalo permitido, lo que
significaria que en ambos casos la incertidumbre relativa aumenta con la
concentracién. No obstante, se ha comprobado que el valor experimental k; obtenido
para todos los aniones, excepto el fosfato, no difiere significativamente de 1, lo que
nos lleva a pensar que, a medida que se realicen revalidaciones del método analitico
con nuevos niveles de concentracion, mejorara la estimacion de la funcion que liga la
incertidumbre con la concentracién, cumpliéndose finalmente la condicién de k; = 1.
Por lo tanto, se ha concluido que la relacién funcional que relaciona la incertidumbre
con la concentracion puede llegar a ser, en el caso de los aniones, del Tipo | descrito la
norma UNE 82009-2, /=k,x. Esta relacién funcional lineal entre la incertidumbre y la
concentracién estd en concordancia con los resultados mostrados en la Tabla 4.28 en
la que puede observarse que la incertidumbre relativa se mantiene aproximadamente
constante en todo el rango de concentraciéon estudiado.

En el caso del fosfato esta relacién lineal Tipo | no se ha llegado a cumplir debido
probablemente a que no se han alcanzado algunos objetivos de validacion

Rango de medida/limite superior/ Dilucion maxima

Se comprobd la capacidad de medir aniones en los limites de cuantificacion, LoQ, y en
los limites superiores de concentracidn, LS, aplicando en este ultimo caso la dilucién
maxima permitida. Se considerard que el método es capaz si se consiguen los objetivos
de calidad en veracidad, precisién e incertidumbre. A la vista de los resultados
mostrados en la Tabla 4.29 puede concluirse que se cumple para todos los aniones en
los dos niveles extremos del rango de medida, excepto para el fosfato en el limite de
cuantificacion. Para el caso del nitrito se observa que los valores de los parametros de
calidad son mayores para el limite superior que para el limite de cuantificacidn, lo cual
estd de acuerdo con la relacién incertidumbre-concentracién obtenida para este
analito. En el caso del sulfato, y a pesar de haber obtenido un coeficiente ky
ligeramente superior a 1, los pardmetros de calidad son mayores para el limite de
cuantificacion que para el limite superior.

En el caso del fosfato no se han alcanzado algunos de los objetivos de validacién
perseguidos: parametros de linealidad como la ordenada en el origen y el factor de
respuesta, y veracidad e incertidumbre (marcados estos dos ultimos en rojo en la Tabla
4.29) para niveles de concentracion bajos y matrices complejas. En consecuencia, se ha
decidido excluir la determinacién de fosfato del alcance de este método. No obstante,
la determinacién de fosfato en matrices menos complejas si es factible.
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Tabla 4.29: Consecucidén de los objetivos para el LoQy el LS en la determinacién de aniones

€
(m::ffvf_l) | %6EF | max %DER %I,
. LoQ 25 14 3.2 18
Ls 6250 43 2.8 7

o LoQ 25 13 3.5 17

Ls 6250 6.8 2.8 9.6

_ LoQ 5 5.1 2.7 7.2
NO,

LS 12500 6.3 2.8 9.1

. LoQ 2.5 8.2 2.9 11
r

LS 6250 4.4 2.4 7.0

) LoQ 5 9.2 3.0 12
NO,

LS 12500 5.0 2.4 7.0

. LoQ 5 44 9.5 52
PO,

LS 12500 45 3.2 6.7

. LoQ 5 14 26 17
50,

Ls 12500 6 25 8.7

Aseguramiento de la calidad de los resultados de los ensayos (control de
calidad interno y externo)

Para el control de calidad interno se emplearon graficos de control para verificar los
resultados de la determinacion de aniones. Se construyeron graficos para dos niveles
de concentracién; el primero se eligio préximo al LoQ por ser mas dificil su
determinacién ya que la incertidumbre relativa a bajos niveles de concentracidn es
mas elevada; para el segundo nivel se tomd una concentracion intermedia, préxima a
los valores habituales de concentracién de la mayoria de aniones en muestras reales.
Por tanto, los niveles elegidos se corresponden con las muestras de control N; (2.5
mg-L"! para F, CI'y Br' y 5 mg-L"" para NO,, NO3 y SO,”) y N3 (125 mg-L™ para F, ClI'y
Br'y 250 mg-L™! para NO,, NO3 y SO,%). Debido a la rapidez del ensayo se realizaran
medidas replicadas (n=2), por lo que se han elegido graficos de control para medias y

rangos, (X/R)-

Se establecieron las lineas de los graficos de control tomando como valores de
aprendizaje los resultados obtenidos durante la validacion de las muestras de control
para los niveles N1 y N3 y empleando las ecuaciones recogidas en la Tabla 2.13. En la
Tabla 4.30 se muestran los pardmetros estadisticos empleados para construir los
graficos de control y en la Tabla 4.31 los valores de las lineas de los graficos de control.
Estas lineas se han obtenido de los resultados analiticos de dos Unicas muestras de
control, ambas con concentraciones ligeramente superiores al valor nominal indicado
en la tabla. En este caso, podria ser preferible controlar la veracidad mediante un
grafico de control para valores nominales de sesgo relativo, %Er, donde la linea central
se situaria en 0% y los limites de control en el sesgo relativo maximo admisible.
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Tabla 4.30: Parametros usados para construir los
graficos de control

A2 D4 D3 n

1.88 3.267 0 2

Tabla 4.31: Valores de las lineas de los graficos de control para los dos niveles de
concentracion de aniones

2.5 mglL? 125 mg-L™"
§ Linea X-media R Linea X-media R
S LC 2.518 0.031 LC 126.0 1.790
=}
w LCS 2.577 0.101 LCS 129.4 5.849
LCI 2.460 0 LCI 122.7 0
2.5mglL? 125 mg-L™
) Linea X-media R Linea X-media R
g LC 2.716 0.055 LC 123.8 2.469
= LCS 2.820 0.181 LCS 128.5 8.065
LCI 2.612 0 LCI 119.2 0
5mgL’ 250 mg-L™
2 Linea X-media R Linea X-media R
::: LC 5.362 0.029 LC 244.3 1.567
= LCS 5.417 0.095 LCS 247.2 5.120
LCI 5.308 0 LCI 241.3 0
2.5 mglL” 125 mg-L™"
3 Linea X-media R Linea X-media R
g LC 2.705 0.067 LC 125.4 1.774
o
S LCS 2.832 0.220 LCS 128.8 5.797
LCI 2.578 0 LCl 122.1 0
5 mgL" 250 mg-L™
g Linea X-media R Linea X-media R
§ LC 5.400 0.029 LC 250.7 1.6445
= LCS 5.453 0.094 LCS 253.8 5.373
LCI 5.346 0 LCI 247.7 0
5 mg-L_1 250 mg-L‘1
2 Linea X-media R Linea X-media R
E LC 5.537 0.044 LC 248.0 1.674
=)
» LCS 5.620 0.144 LCS 251.1 5.470
LCI 5.454 0 LCI 244.8 0

Una vez construidos los graficos, se analizardn de forma replicada, con una
periodicidad preestablecida, muestras de control con uno de estos dos niveles de
concentracidn. Se comprobard la validez del método segun la tendencia de los valores
representados.
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Para el control de calidad externo se analizardn muestras provenientes de ejercicios de
intercomparacién al menos una vez al afio. En este caso se participé en dos rondas de
ejercicios de intercomparacidn obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 4.32: Resultados obtenidos de ejercicios de intercomparacién

Anion " 4 Xib 4 z
(mgA-L") (mgA-L")
F 1.25 1.35 0.71
ar 62.4 62.3 -0.02
NO;’ 12.8 11.7 -0.92
PO,> 2.14 3.16 0.73
S0~ 83.7 84.0 0.06
cr 39 38.7 -0.10
S0~ 46.1 45.8 -0.03

4.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE FENOL EN AGUAS

A continuacién se recoge la informacién necesaria para la validaciéon del método de
analisis para la determinaciéon de fenol mediante el método espectrofotométrico
directo de la 4-aminoantipirina, asi como los resultados obtenidos.

El fundamento del método y las etapas basicas del procedimiento analitico fueron
descritos en el Capitulo 3. Las caracteristicas técnicas a determinar, asi como los
objetivos perseguidos para este método de analisis, se han presentado en la Tabla 3.6.

4.3.1. ENSAYOS PREVIOS A LA VALIDACION

Antes de empezar con la validacion se tuvieron en cuenta una serie de consideraciones
relativas a la estabilidad de reactivos y muestras, y se realizaron unos ensayos previos
para establecer las condiciones generales de experimentacion y llevar a cabo el
método de analisis preliminar descrito en el Capitulo 3.

Conservacion de reactivos y patrones

Debe conocerse el periodo de estabilidad de las disoluciones para evitar tanto la
reposicion innecesaria de reactivos aun utiles como el empleo de disoluciones
caducadas que puedan invalidar los resultados.

Algunas disoluciones empleadas en la aplicacion de este método de ensayo como la de
ferricianuro potdsico o 4-AAP tienen un periodo de estabilidad muy corto (UNE 77053,
2002) y un coste elevado, por lo que se optd por preparar diariamente el volumen de
disolucidon necesario para el andlisis, sin atender a consideraciones especiales de
conservacién. Otras disoluciones necesarias como amoniaco y tampodn fosfato se
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prepararon en mayor cantidad y se renovaron cada dos meses, de acuerdo a los
periodos de caducidad indicados en la bibliografia consultada (Nogueira et al., 2003).

La solucidn patrén madre de fenol es estable hasta 30 dias mientras esté refrigerada
(ASTM D1783, 2001).

Una vez establecidos los tiempos de conservacion de reactivos y patrones estos fueron
incluidos en el procedimiento de analisis andlisis definitivo, PNT-fenol, descrito en el
Anexo lll.

Conservacion de la muestra

Para establecer las condiciones de conservacion de las muestras de agua residual para
la determinacion de fenol, se recopilaron los periodos de conservacién, el tipo de
envase permitido y temperatura de conservacion, recomendados en distintas normas
consultadas (APHA, 1998; ASTM D1783, 2001; UNE 77053, 2002; UNE EN ISO 5667-3,
2004; USEPA Method 420.1, 1983).

Tabla 4.33: Condiciones para la conservacion de aguas en las que se va a determinar fenol

Normativa Envase Tamario y técnica Conservacion Tiempo
de llenado
<4°C 4 h
UNE 77053, 2002 - - pH < 4 con H3PO, (1:10); 24 h
<4°C
VB ambar tapdn 1000 mL;
UNE EN ISO 5667- PTFE; o
dejar cdmara de pH < 4 con H3PO, 0 H,SOy; 3 sema.
3,2004 No preaclarar con aire
muestra
Standard Methods <4°C 4h
5530D Plastico, vidrio 500 mL pH < 2 H,50,
APHA, 1998 <a°c 28d
USEPA Method B B PH <4 con H3POy; sah
420.1, 1983 < 4°C
Plastico -- 4h
ASTM D1783, 2001 - pH 0.5-2 con H3PO,,
Vidrio H,S04, HCI, NaHSOy, ; 28d
T2 2-4°C

En las concentraciones a las que habitualmente se encuentran en las aguas residuales,
los fenoles pueden sufrir una oxidacién biolégica y quimica. Si no van a analizarse
dentro de las 4 h posteriores a su recogida, las muestras deben conservarse
acidificadas a pH = 4 con acido fosférico y refrigeradas a temperaturas inferiores a 4°C.
Las muestras acidificadas pueden almacenarse en botes de vidrio borosilicatado y
analizarse dentro de las 24 horas después de su recogida (PNT-fenol, Anexo Ill).
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Normalizacion del patron concentrado de fenol

Generalmente, pesando directamente el fenol sélido obtenemos la soluciéon patrén
estdndar necesaria para preparar la linea de calibrado; sin embargo, la norma UNE
77053:2002 indica que, si se requiere una veracidad extrema, se ha de normalizar
mediante una yodometria.

Para ello se prepararon cinco disoluciones patrén de fenol de 1000 mg-L™ (por pesada
directa y disolucién en agua ultrapura de fenol cristalizado), y se valoraron
yodométricamente en condiciones de reproducibilidad, de la siguiente forma: en un
erlenmeyer de 500 mL se vertieron 100 mL de agua, 50 mL de la solucion de fenol de
1000 mg-L! y 10 mL de una solucién patrén 0.01667 mol-L* de bromato potasico
conteniendo 10 g-L'1 bromuro potasico. Se afiadieron inmediatamente 5 mL de HCI
concentrado y se agité suavemente. Se afiadieron otros 30 mL de la solucién bromato-
bromuro, apreciandose la persistencia de un color parduzco debido al bromo libre, y se
mantuvo tapado el erlenmeyer herméticamente durante 10 minutos para, a
continuacién, afiadir 1 g de KI. La disolucién resultante se valoré con una disolucién
patrén normalizada de tiosulfato sédico de concentracién 0.025 mol-L}, en continua
agitacion para romper el precipitado gelatinoso de 2,4,6-tribromofenol, utilizando una
soluciéon de almidén como indicador. Se prepardé un blanco en condiciones iguales,
utilizando agua desionizada y 10 mL de la solucion de bromato-bromuro. Las
reacciones que tienen lugar son:

BrO; +5-Br~ +6-H;O0" < 3-Br, +9-H,0
fenol (CgHgO)+3-Br, +3-H,0 < 24,6 — tribromofenol (C6HSBr3O)+3-Br‘ +3-H;0"
Br, (sobrante) +3:1" < 2-Br +13
Reaccién Volumétria: 13 +2-S,05 < 3-1" +S,0%"

Reaccién Indicadora: -almidén+1, +2-S,03 < almidén+2-1” +S,03

La concentracidn de la solucién de fenol se calculd segun la ec. 4.1:

Mya,s,0, -9411124
VM * 6

-1

Cenol [mg-L ]: '(4'VNa25203(BI) _VNaZSZO3(M)) ec. 4.1

donde Vg,s,0,(81) Y Yna,s,0,m) SON los volimenes, en mL, de tiosulfato empleados en

la valoracidn del blanco y muestra respectivamente, My, s o. es la concentracién
292¥3

molar de la disolucién de tiosulfato en mol-L* y Vi, el volumen de muestra empleado,
en mL.

Los resultados obtenidos en la normalizacién aparecen tabulados a continuacién, Tabla
4.34. Para decidir si la diferencia entre las concentraciones tedricas calculadas a partir
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de la masa de fenol empleada y las concentraciones reales determinadas por
yodometria es significativa se aplicd una prueba estadistica t de pares de valores
(Miller et al., 2002).

Tabla 4.34: Concentraciones de fenol esperadas y obtenidas después de su normalizaciéon

Creal (peSada) Coptenida (NOrmalizacién)
(mg fenoI-L'l) (mg fenoI-L'l)
1041 1011
1001 1010
1000 971
1002 1001
1030 994

Se obtuvo un valor del pardmetro t de Student de 1.942 que, comparado con el valor
teritico (2.776 para a=0.05; g.d.l.=n—1=4), nos permite concluir, con un nivel de confianza
del 95%, que no existen diferencias significativas entre ambas series de valores. Se
demuestra pues que la concentracién obtenida en la normalizacion no es
significativamente diferente de la calculada a través del peso, la riqueza y el volumen
de enrase por lo que en lo sucesivo no se normalizara el patrén de fenol.

Eleccidn de la longitud de onda éptima

La Fig. 4.36 muestra el espectro de absorbancia de una disolucion de fenol de
concentracion de 0.2 mg-L™ derivatizada con los reactivos indicados en el método de
ensayo. En él podemos observar un maximo absoluto de absorbancia a un valor de
longitud de onda de 506 nm, valor que no coincide exactamente con el propuesto por
la norma (500 nm), pero que fue el seleccionado para realizar la determinacion e
incluido en el procedimiento de analisis definitivo (PNT-fenol, Anexo lll). Se puede
observar también que existe un segundo maximo de absorbancia a 320 nm, que no se
utilizard con fines analiticos.

0.00 +— T T T T T T T '
300 350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Fig. 4.36: Espectro de absorbancia del fenol
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Establecimiento de la linealidad

Para el establecimiento del rango lineal del método de analisis se tomé de referencia
los valores bibliograficos (APHA, 1998; ASTM D1783, 2001; UNE 77053, 2002; USEPA
Method 420.1, 1983), ampliandolo tanto a concentraciones menores como mayores. A
partir de un patrén de fenol de concentracién aproximadamente 1000 mg fenol-L™ se
prepararon por dilucién los patrones cuyas concentraciones se muestran en la Tabla
4.35.

Tabla 4.35: Patrones ensayados para el establecimiento de la linealidad de la determinacion de fenol

Patrén 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13

Crenor (mg fenol-L?) 01502 |03 |04 ]05| 1 | 2 | 3 | 4|5 |6 | 8|10

El establecimiento del rango lineal se baso en el analisis de los residuales y el factor de
respuesta, fi calculado como la relacion entre absorbancia-concentracion de cada uno
de los puntos de las lineas de calibrado.

La representacién grafica de los resultados obtenidos puede verse en la Fig. 4.37. En
ella se puede apreciar que se mantiene la linealidad tanto a altas concentraciones
como a bajas concentraciones.

UA
14
1.2
U
1 Aas
0.8 - 0.10
0.6 - 0.05
0.4 1 0.00 : : : !
0.2 0.00 025 050 0.75 1.00
’ Concentraciéon (mg fenol-L?)
0 T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

Concentracién (mg fenol-L)

Fig. 4.37: Linea de calibrado para la determinacion de fenol

La Fig. 4.38 (a) representa el grafico de residuales; se observa que estos se distribuyen
de forma aleatoria en torno a cero. La Fig. 4.38 (b) representa los factores de respuesta
frente a la concentracidon, observandose wuna variabilidad minima. Ambas
representaciones nos indican que la sensibilidad es aproximadamente constante
pudiendo interpretarse también como una expresion de linealidad.
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UA (a) (b)
0.015 0.140
= *
0.010 -+ * S o013 * *
(]
0.005 | o el * o o
. .« ¢ £ 0130 | Cet oo
0.000 — : : : ;:‘ *
?’ 2 4 6 8 10 n S
-0.005 | :’_ 0.125 - <
-0.010 7 * 0.120 : :
0,015 0 5 10 15

Concentracién (mg fenol-L!) Concentracién (mg fenol-L%)

Fig. 4.38: (a) Representacion grafica de los residuales y (b) Representacién grafica de los factores de
respuesta de la linea de calibrado para la determinacidon de fenol

Dado que el limite de cuantificacién objetivo era 0.5 mg fenol-L, el limite inferior de la
linea de calibrado se fijé6 en 0.25 mg fenol-L! para asegurar que el limite de
cuantificacion quedase dentro del rango de calibracién. El extremo opuesto se acotd
en la concentracién que originaba una sefial aproximadamente de 0.7 UA para
minimizar el error fotométrico (Skoog et al., 2005). Con toda esta informacion se
establecié el rango lineal en el intervalo 0.25 a 5 mg fenol-L™ empleandose patrones de
fenol de concentracion 0.25,0.5,1, 2, 3, 4,5 mg fenol-L?

UA
0.8

0.6

0.4

0.2

0 T T
0 2 4 6
Concentracién (mg fenol-L?)

Fig. 4.39: Representacion grafica de la linea de calibrado propuesta para la determinacidn de fenol

En las Fig. 4.40 (a) y Fig. 4.40 (b) podemos ver como la distribucion de los residuales y
factores de respuesta en el rango propuesto son mas homogéneos.

El factor de respuesta medio de los patrones de calibracion y su desviacion estandar
relativa fueron respectivamente f= 0.1373 mg fenol-L™* y %DERs = 4.6% por tanto se
cumple el valor objetivo impuesto de %DERs < 10% (Tabla 3.6), lo que nos confirma la
linealidad del calibrado.
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UA a b
0.004 ( ) 0.16 ( )
* * —
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0.002 .
*
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Fig. 4.40: (a) Representacion gréfica de los residuales y (b) Representacidn grafica de los factores de
respuesta para la linea de calibrado propuesta en la determinacién de fenol

4.3.2. DISENO EXPERIMENTAL

En el protocolo de validacion descrito en el Apartado 3.3. se describié el disefio
experimental aplicable a la validacién del método de fenol.

Para cada nivel de concentracién a ensayar, N; (0.5, 5, 50, 250, 500 mg fenoI-L'l) se
prepararon semanalmente 2000 mL de muestra de control disolviendo la cantidad
necesaria de fenol cristalizado en la matriz sintética compuesta descrita en el Apartado
3.2. No se considerd necesario la preparacidon de muestras de control en otras matrices
sintéticas ya que, al no estar presente en esta matriz el analito objeto de estudio, no
fue necesario ningln pretratamiento de la misma que alterara su composicién quimica
inicial. De este modo, la matriz compuesta se podia considerar representativa de las
posibles matrices de aguas residuales. La Tabla 4.36 muestra las concentraciones
reales de cada muestra de control y su incertidumbre, estimada por el método
“bottom-up”.

Tabla 4.36: Concentraciones de las muestras de control, en mg fenol-L™.

Nivel de Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
SOTEE I Crenot £ tenal Crenot £ ltenal Crenot £ ltenal Crenol £ lfenol
N;=LoQ 0.5065 + 0.0023|0.4995 + 0.0023 |0.4989 + 0.0023 |0.4995 + 0.0023
N, 5.065 + 0.073 | 4992 + 0.072 | 5.027 + 0.072 | 4995 + 0.072
N3 5126 + 038 |4982 + 038 |5191 + 0.39 |5021 + 0.38
Ny 2491 + 14 2502 + 1.4 2496 + 14 249.4 + 1.4
Ns = LS 499.1 + 2.7 4986 + 2.7 5003 + 2.8 5015 + 2.8

Para evitar un sesgo debido a la dilucién de las muestras de control, estas se diluyeron
de forma controlada abarcando todo el rango de ensayo. La Tabla 4.37 muestra las
diluciones realizadas para los diferentes niveles y dias de ensayo.
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Tabla 4.37: Diluciones realizadas durante el desarrollo experimental

Nivel de

L, Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
concentracion

Cinicial Vi Vf Cfinal Vi Vf Cfinal Vi Vf Cfinal Vi Vf Cfinal

A (mg-L™) | (mL) | (mL) | (mg-L?) | (mL) | (mL) [(mg-L™)| (mL) | (mL) [(mg-L?)| (mL) | (mL) |(mg-L™)

N;=LloQ 0.5 50 | 50 0.5 50 | 50 0.5 50 | 50 0.5 50 | 50 0.5

N, 5 25 50 2.5 25 | 50 2.5 50 | 50 5 50 | 50 5
N; 50 5 50 5 25| 50 2.5 4 50 4 1 50 1
Ny 250 0.5 | 50 2.5 0.5 | 50 2.5 0.8 | 50 4 1 50 5
Ns=LS | 500 0.25 | 50 2.5 0.25| 50 2.5 0.3 | 50 3 0.5 | 50 5

La Tabla A.11.22 del Anexo Il muestra todos los resultados experimentales obtenidos.

4.3.3. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

Una vez realizados todos los ensayos programados en el disefio de experimentos se
procedié al analisis estadistico de los mismos para evaluar cada una de las
caracteristicas técnicas del método de andlisis indicadas en la Tabla 3.6 y comparar los
resultados con los objetivos.

Selectividad

Se hizo una revision bibliografica de todas las normas y publicaciones disponibles para
verificar la selectividad y eliminar las posibles interferencias (APHA, 1998, ASTM
D1783, 2001; UNE 77053, 2002; USEPA Method 420.1, 1983). Segun esta normativa,
las principales interferencias a la hora de la determinacidn de fenol en aguas residuales
se eliminan en las etapas de acidificacion y destilacion de la muestra. Otras
interferencias potenciales y su forma de eliminacidn son las siguientes:

A Sustancias oxidantes tales como cloro y aquellas capaces de oxidar el yoduro a
yodo al acidificar. Se deben eliminar inmediatamente después de la toma de
muestra afiadiendo un exceso de sulfato ferroso, FeSO,. Si no se eliminan las
sustancias oxidantes, los compuestos fendlicos se oxidaran parcialmente.

A Especies reducidas de azufre. Se eliminan por acidificacion a pH = 4 con 4cido
fosférico, afiadiendo sulfato de cobre y aireando la muestra brevemente por
agitacion. De esta manera, se eliminan las interferencias debidas al sulfuro y al
sulfito.

A Aceites y alquitranes: El aceite o alquitrdn se extraen con 50 mL de cloroformo
de la solucién acuosa, alcalinizada a pH = 12 con hidréxido sddico. Se desecha la
fase organica que contiene el aceite o alquitrdn y se elimina el exceso de
cloroformo de la fase acuosa calentando al bafio Maria antes de proceder a la
destilacion.

A También pueden interferir concentraciones anormalmente altas de aminas
aromaticas y formaldehido, pero son eliminadas afiadiendo sulfato de amonio e
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hidréoxido de sodio. En ambos casos posteriormente se acidifica y se procede a
destilar.

Linealidad/Rango de ensayo

Para la estimacidon de los parametros de linealidad se emplearon las 80 lineas de
calibrado necesarias para el desarrollo del disefio experimental y obtenidas en
condiciones de reproducibilidad. Los resultados medios de los parametros de
calibracién estan recogidos en la Tabla 4.38.

Tabla 4.38: Valores medios de los pardmetros de calibracién

6 §b 5 ga §e fz
(UA-L-mg fenol'l) (UA-L-mg fenol'l) (UA) (UA) (-) (=)
0.1353 0.0015 0.0028 0.0044 0.0057 0.9994

A partir de estos datos de caracterizacién de las lineas de calibrado, y teniendo en
cuenta que el estadistico t de Student, t.ico, para a=0.05 y para n-2=5 grados de
libertad (n = patrones de calibraciéon = 7) es 2.571, se establecieron los limites de
confianza de la pendiente y ordenada en el origen resultando los siguientes intervalos:
pendiente: 0.1316 < b < 0.1391 UA mg fenol™ y ordenada en el origen: -0.0086 < a <
0.0141 UA. El valor de la pendiente es distinto de cero y la ordenada en el origen no
difiere significativamente de cero. El coeficiente de determinacion medio fue superior
al valor objetivo (r* > 0.99). Los resultados obtenidos confirman la linealidad en el
rango de calibracién propuesto y el cumplimiento de los objetivos indicados en la
Tabla 3.6.

Se incluyeron en el procedimiento analitico como criterios de aceptacion de las lineas
de calibrado que la ordenada y la pendiente estuvieran incluidas en los intervalos
indicados anteriormente, y que el coeficiente de determinacion fuese mayor que el
minimo de todos los obtenidos durante las calibraciones realizadas para la validacién,
que fue 0.996.

Para comprobar la validez de las lineas de calibrado realizadas durante los
experimentos, se alternaron entre las muestras tres patrones distintos a los empleados
durante la realizacién del calibrado y a tres niveles de concentracién: limite de
cuantificaciéon, concentracion intermedia y limite superior instrumental. Las diferencias
entre la concentraciéon real y la obtenida, medida como porcentaje de error relativo,
%Er, fueron inferiores al 5% para los niveles de concentracién mas altos, y menores del
10% para la concentracion préxima al limite de cuantificacidon (Bettencourt et al.,
1999).

Teniendo en cuenta la corta duracion de la etapa de medida, se decidid establecer en
el procedimiento analitico una frecuencia de calibracidn diaria. Para asegurar la validez
de la linea de calibrado se deberd medir un patréon de calibracion cada diez muestras,
permitiendo una desviacién respecto al valor real inferior al 5% para concentraciones
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medias o altas, e inferior al 10% para concentraciones préximas al limite de
cuantificacion. En caso contrario, se recalibrara.

Sensibilidad

La sensibilidad del método de analisis, expresada como la pendiente media de las
lineas de calibrado para el fenol, fue de 0.1353 + 0.0038 UA-L-mg fenol™.

Limite de deteccidn (LoD) y limite de cuantificacion (LoQ)

Se estimaron a partir de los datos de las 80 lineas de calibrado realizadas durante el
desarrollo experimental como:

3.29-5¢

LoD ec. 4.2

10-se

LoQ= ec. 4.3

Los valores obtenidos para LoD y LoQ fueron 0.14 mg fenol-L™ y 0.42 mg fenol-L™

respectivamente. El valor del LoQ ha resultado ser sensiblemente inferior al valor de
0.5 mg fenol-L™* propuesto como objetivo (Tabla 3.6).

El valor del LoQ se ha estimado a partir de la media de los parametros de lineas de
calibrado realizadas con patrones de fenol, es decir, sin haberlos sometido a una
destilacidn, tal y como se hace con las muestras. En el caso de muestras reales, los
interferentes propios de la matriz y el proceso de destilacidn introducen un aumento
inevitable de este pardmetro con respecto al estimado. Para demostrar la consecucién
del LoQ objetivo al analizar muestras reales, se compararon los resultados analiticos de
las muestras de control preparadas con el primer nivel de concentracidn,
correspondiente al LoQ objetivo, con los valores esperados (Tabla 4.39).

Tabla 4.39: Concentraciones de fenol en las muestras de control N;

C Cobteni

(mg :::ZTL’I) (mg ::remnc;dla-]L'l) HEr
0.5065 0.5073 0.16
0.5065 0.5464 7.9
0.4995 0.5056 1.2
0.4995 0.5063 1.4
0.4989 0.5034 0.90
0.4989 0.4391 -12
0.4995 0.5018 0.46
0.4995 0.4866 -2.6
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Para decidir si la diferencia entre las concentraciones tedricas calculadas a partir de la
masa de fenol empleada y las concentraciones obtenidas después de la medida es
significativa se aplicé una prueba estadistica t de pares de valores (Miller et al., 2002).
Se obtuvo un valor del pardametro t de Student de 0.155 que, comparado con el valor
teritico (@=0.05; g.d.l.=n—1=7) = 2.365, nos permite concluir, con un nivel de confianza
del 95%, que no existen diferencias significativas entre ambas series de valores. Se
demuestra, pues, que se puede cuantificar fenol sin error significativo a la
concentracién del LoQ objetivo; por tanto, se mantuvo el valor objetivo de
0.5 mg fenol L' como LoQ.

Veracidad

Se calcularon los errores relativos, %E,;, de los valores reales respecto a los valores
obtenidos para cada destilacién, analista y dia. La Tabla 4.40 muestra el porcentaje de
error relativo medio y los porcentajes de error relativo mdximo y minimo para cada
nivel de concentracién de las muestras de control.

Tabla 4.40: Estimacion de la veracidad para la determinacion de fenol

Nivel de c co -
concentracién esperada . obtenida . % E,» EDIO %Er.MAx %Er.M|N
. (mg fenol-L™) | (mg fenol-L™) | %E | max
i
LoQ=1 0.5011 0.5021 0.18 9.2 -11 11
2 5.018 5.017 -0.016 8.8 -9.0 9.0
3 50.66 49.92 -1.3 3.0 -8.2 8.2
4 249.6 249.0 -0.23 5.9 -3.7 5.9
LS=5 499.6 496.5 -0.62 3.8 -4.5 45

Se puede ver que a niveles bajos de concentracién los valores maximos de error
relativo aumentan, siendo en todos los casos inferiores al valor objetivo propuesto
(%E, < 15%). A la vista de los resultados cabe afadir que el intervalo de valores de error
relativo obtenidos para cada nivel de concentracion incluye el cero.

La veracidad del método, expresada como sesgo, se cuantificé como el error relativo
maximo de cada nivel de concentracién, en valor absoluto, [ %E,[yax. Se tomé el valor
de error maximo en lugar del valor promedio para reflejar los valores mas
desfavorables del sesgo y garantizar asi el cumplimiento del objetivo de veracidad en
todos los casos (Eurolab, 2006).

Precision
La precisidon se evalud por medio de la varianza de reproducibilidad, sZ,epmduc,-b,-/,-dad,

obtenida del analisis de varianza de los resultados del disefio de experimentos
totalmente anidado de cuatro factores segun la ec. 3.5.
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En la Tabla 4.41 estan recogidos los valores de la precisiéon obtenidos para cada nivel
de concentracion, expresados como porcentaje de desviacion estandar relativa, %$DER.
Puede apreciarse que la precisién disminuye al disminuir la concentracién. En todos los
niveles de las muestras de control el valor obtenido es menor al propuesto,
%DER < 15% (ver Tabla 3.6)

Tabla 4.41: Estimacion de la precisidn para

la determinacién de fenol

Nivel de concentracién
%DER

N;

N1 = LOQ 7.1
N, 5.8
N 33
N, 2.4

Ns = LS 2.8

El tratamiento de los resultados del disefio experimental mediante ANOVA nos
proporciona informacion adicional de las precisiones intermedias para cada nivel de
concentracién debidas a la realizacidn de los ensayos en distintos dias, por distintos
analistas, quienes someten las muestras a distintas destilaciones, que se miden por
duplicado. En la Tabla A.Il.23 del Anexo Il se muestran los valores numéricos de las
varianzas intermedias calculadas. La representacién grafica de la raiz cuadrada de
estos valores, Sctor, S€ Muestra en la Fig. 4.41. Se puede apreciar que, en general, las
contribuciones mayoritarias a la desviacidn estdndar total son las debidas a la etapa de
destilacidn y al analista aunque el comportamiento varia con el nivel de concentracion;
por ejemplo, para el nivel mas bajo de concentracidn todos los factores contribuyen de

forma apreciable a la imprecisién final.

Sfactor Nl Stactor NZ Stactor N3 Stactor N4 sfactor 5
0.03 0.3 2 5 14
12
1.6 | 4
0.02 0.2 10
12 3 s |
0.8 | 2 6
0.01 | 0.1 - 4
04 - 1
2 n
0 T 0 T T T 0 0 T 0 T T T
@ © O ® T © O ® S © O ® S © O 9 9® S © O ®©
S B B 9 5 % T S 5 % B L 5 % © S 5 5 © 8
T = o T 2 & T = o T = & T =2 2
c B ¢ c B ¢ c B ¢ c 5 ¢ c 5 ¢
© [} © (9] © (] @ [} © ()
el © © © ©
M dia M analista destilado réplica

Fig. 4.41 Precisiones intermedias para la determinacion de fenol, expresadas como desviacién estdndar
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Incertidumbre

Se estimé la incertidumbre para cada nivel de concentracion, segln las ecuaciones
mostradas en la Tabla 3.6 y descritas en el Apartado 2.3.3. Se tuvieron en cuenta tres
contribuciones principales: la falta de veracidad, la falta de precision y la falta de
trazabilidad en la preparacion de las muestras de control. Como contribucidn a la falta
de veracidad se tomo el porcentaje de error relativo maximo, en valor absoluto, para
evitar subestimar la incertidumbre total en las muestras reales.

Los resultados de incertidumbre de cada una de las contribuciones, expresadas como
varianza, la incertidumbre combinada y la incertidumbre expandida se resumen en la
Tabla A.ll.24 del Anexo Il. En la Fig. 4.42 se han representado las incertidumbres
individuales para cada nivel de concentracion, pudiéndose apreciar que la contribucion
gue menos afecta a la incertidumbre total es la debida a la trazabilidad mientras que
las debidas a la veracidad y precision contribuyen en mayor medida y son
aproximadamente del mismo orden de magnitud.

u N, u N, u N, u N, u Ng
0.04 0.3 2.5 9 15
20 12
0.03 -
0.2 6 -
1.5 - 9
0.02 -
1.0 1 6
0.1 3
0.01 -
0.5 3
0.00 - 0 - 0.0 0 0
verac preci traza verac preci traza verac preci traza verac preci traza verac preci traza

. Uyeracidad . uprecisién . Utrazabilidad

Fig. 4.42: Contribuciones individuales a la incertidumbre de medida de fenol expresadas como
incertidumbres tipicas

En la Tabla 4.42 podemos ver los resultados finales de la incertidumbre expresados
como porcentaje de incertidumbre expandida, %/. Puede observarse que la
incertidumbre relativa aumenta al disminuir la concentracién; no obstante, el valor
obtenido es menor al propuesto en la Tabla 3.6 para todos los niveles de
concentracion de fenol ensayados (%l < 25%).

Una vez obtenida la incertidumbre para cada nivel de concentracion, se establecio la
relacién funcional entre ambas variables. Debido al amplio rango de medida, y para
facilitar la visualizacion de la relacion incertidumbre-concentracién, se representd
graficamente en escala logaritmica obteniéndose la relacion potencial que se muestra
en la Fig. 4.43.
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Tabla 4.42: Incertidumbre de medida para la
determinacién de fenol

Nivel de concentracién
%Ifenol

N;
N; = LoQ 19
N, 16
N3 12
N, 8.4
Ns = LS 7.7

Ifenol

= 0.1820-(Ceney) 567
R? = 0.9994

Ifenol

10

0.1

0.01 T T T
0.1 1 10 100 1000
cfenol

Fig. 4.43: Representacion grafica de la incertidumbre en funcién de la concentracién para la
determinacion de fenol

A diferencia de la funcion obtenida en el caso de los aniones, el exponente k4 es
significativamente menor que 1, por lo que la relacién incertidumbre-concentracién
obtenida se corresponde con el modelo Tipo Il propuesto en la norma UNE 82009-2
(I=k3~xk4). Esta conclusién es concordante con los resultados mostrados en la Tabla
4.42, donde se observa que el %/ disminuye al aumentar la concentracion.

Rango de medida/limite superior/dilucion maxima

Se comprobd la capacidad de medir fenol en el limite de cuantificacién, LoQ, y en el
limite superior de concentracién, LS (0.5 y 500 mg fenol-L™, respectivamente),
aplicando en este Ultimo caso la dilucidn maxima permitida (1:200). Los resultados
obtenidos de veracidad, precision e incertidumbre se muestran a continuacion:

Tabla 4.43: Resultados obtenidos para el LoQ y el LS en la determinacidon de fenol

Coro:
oot =l | %Erl max %DER %Ifenol
(mg fenol-L™)
LoQ 0.5000 11 7.1 19
LS 500.0 4.5 2.8 7.7
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Se puede comprobar que para ambos limites de concentracién se cumplen los
objetivos de sesgo, precision e incertidumbre.

Aseguramiento de la calidad de los resultados de los ensayos (control de
calidad interno)

Se emplearon graficos de control para verificar la calidad de los resultados de la
determinacion de fenol en aguas residuales. Se establecieron las lineas de los graficos
de control tomando como valores de aprendizaje los resultados obtenidos durante la
validacién para las muestras de control de concentracién 0.5 mg fenol-L! y 5 mg
fenol-L™ (niveles de concentracion N; y N,, respectivamente). Debido al tiempo
requerido para el ensayo de fenol, se ha optado por analizar las muestras de control
sin replicar. El grafico a utilizar ha sido por tanto el de valores individuales y rangos
moviles, X/RM.

Las ecuaciones para calcular las lineas de los graficos X/RM se encuentran en la Tabla
2.13. La Tabla 4.44 muestra los valores de los parametros estadisticos de esas
ecuaciones para tamafio muestral n=1.

Tabla 4.44: Parametros empleados para construir los
graficos de control

d, Dy D3 n

1.128 3.267 0 1

En la Tabla 4.45 se recogen los valores de las lineas de control obtenidas, entre los que
deben estar los resultados de las muestras de control a analizar periddicamente.

Tabla 4.45: Valores de las lineas de los graficos de control para los dos
niveles de concentracion de fenol

0.5 mg fenol-L™* 5 mg fenol-L™
Linea X RM Linea X RM
LC 0.4996 0.0434 LC 5.015 0.1561
LCS 0.6150 0.1418 LCS 5.431 0.5101
LCI 0.3841 0.0000 LCI 4.600 0.0000

4.4. VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS PARA LA
DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS (A&G) EN AGUAS

A continuacién se describen los ensayos realizados y los resultados obtenidos en la
validacidon del método de andlisis para la determinacién de aceites y grasas, A&G, en
aguas residuales y continentales mediante extraccion en fase sdlida con n-hexano.
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El fundamento del método y las etapas basicas del procedimiento analitico fueron
descritos en el Capitulo 3. Las caracteristicas técnicas a determinar, asi como los
objetivos perseguidos para este método de analisis, se han presentado en la Tabla 3.6.

4.4.1. ENSAYOS PREVIOS A LA VALIDACION

La reciente comercializaciéon de filtros de extraccion para aceites y grasas ha
posibilitado el desarrollo de un método gravimétrico basado en la extraccién en fase
solida de estos contaminantes. Esta metodologia ha sido sugerida como una
alternativa a la extraccién en fase liquida con n-hexano (USEPA Method 1664 revB,
2010). Debido a que en el momento de iniciar la validacion el método propuesto no
estaba publicado como norma oficial detallada, se hizo necesario un estudio
exhaustivo de los factores que afectan al método a fin de establecer las condiciones
generales de experimentacion. Con ese propdsito se han investigado: la cantidad de
extractante necesaria, el efecto del tipo de aceites y grasas en la eficiencia de la
extraccion y la influencia de la presencia de sélidos en suspensién. Se ha incluido un
apartado dedicado a la preparacién de la matriz sintética empleada para validar el
método y a la estabilidad de las muestras.

Preparacion de la matriz sintética compuesta

Una vez preparado el volumen suficiente de matriz compuesta necesario para la
preparaciéon de todas las muestras de control, se traté para eliminar los A&G
inicialmente presentes. En primer lugar se acidificé a pH<2 para evitar la saponificacién
y formacion de emulsiones con los A&G. A continuacién, se prepararon filtros
consistentes en discos de muselina de 11 cm de didmetro cubiertos con papel de filtro
Whatman 40 o equivalente, que se colocaban en un embudo Buchner de 12 cm de
diametro. Cada filtro se humedeci6 con agua ultrapura y se aplicd vacio.
Seguidamente, se afiadieron 100 mL de suspensién de silice de diatomeas, 10 g-L™?,
lavandolos tres veces con 100 mL de agua ultrapura. Se proseguia haciendo vacio hasta
gue no fluia mas agua a través del filtro. La matriz compuesta se filtro a través de estos
filtros donde quedaron retenidos los A&G. Se comprobd que la eliminacién de A&G de
la matriz compuesta era eficaz comprobando que la concentracidon no diferia de la de
un blanco. El filtrado asi obtenido se empled en la preparacion de las muestras de
control empleadas durante los ensayos previos a la validacién y los del disefio de
experimentos.

No se considerd necesaria la preparacion de muestras de control en otras matrices
sintéticas ya que la eliminacidn los aceites y grasas de la matriz compuesta Unicamente
estuvo acompanada de la eliminacién de los sdlidos suspendidos totales, los cuales se
simularon posteriormente con celulosa microcristalina para preparar las muestras de
control. Se supuso que, al ser minima la alteracién de la composicion quimica de la
matriz compuesta, ésta es representativa de las posibles matrices reales.
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Optimizacion del volumen de extractante

La cantidad de n-hexano necesaria para la extraccion de los A&G retenidos en los
filtros SPE condiciona el volumen del matraz empleado. Tras destilar el n-hexano, el
residuo graso se pesa, siendo esta una de las etapas criticas del método analitico ya
qgue, dependiendo del volumen del matraz, se pesard en la balanza con el adecuado
fondo de escala y con una resolucion determinada.

Se optimizaron simultdaneamente el volumen necesario de n-hexano y la capacidad del
matraz, que va a estar relacionada con la resolucién de la balanza empleada para pesar
el residuo. Se utilizaron matraces de 50, 100, 250 y 500 mL para recoger los extractos,
empleado en cada caso un volumen de n-hexano equivalente a la mitad de la
capacidad del matraz. Se hicieron ensayos con tres tipos diferentes de A&G: (i) aceite
vegetal representado por aceite de maiz (AV), (ii) aceite mineral representado por
parafina (AM) vy (iii) mezcla de acido estedrico y hexadecano (AE/H), que es el patrén
de A&G recomendado por la EPA para métodos gravimétricos (USEPA Method 1664,
revB, 2010). Todos ellos se ensayaron a dos niveles de concentracidn. En la Fig. 4.44 se
han representado los valores de los porcentajes de recuperacién, %R, obtenidos en
estas determinaciones.

%R
120

[0 60 mg AE/H
[0 100 mg AM
[ 250 mg AV
/\ 500 mg AE/H
/\ 750 mg AM
A\ 1000 mg AV

100

90

80

70 T T T T f
0 100 200 300 400 500
Volumen (mL)

Fig. 4.44: Recuperacion de A&G al emplear distintas cantidades de n-hexano

Se observa que se cometen errores muy altos, y generalmente negativos, al emplear
matraces de 50 mL pues el volumen de n-hexano empleado es insuficiente para la
recuperacion de los A&G. Cabe destacar que los resultados obtenidos para la
extraccion de aceite vegetal presentan en general errores inferiores sugiriendo una
extraccion mas eficiente. También puede observarse que los mayores errores se
cometen a concentraciones bajas cuando se emplean matraces de 500 mL, pues su
peso hace necesario el empleo de una balanza granatario, con mayor rango de trabajo
pero menor resolucion (+10 mg). Se optd por emplear una balanza analitica de fondo
de escala 110 g y por tanto los matraces a emplear durante el andlisis fueron de 250
mL con un peso ligeramente inferior a 100 g, empleando un volumen de n-hexano de
100 mL.
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En consecuencia, se incluyeron dentro del procedimiento de andlisis los requisitos de
emplear matraces de 250 mL, balanza analitica con fondo de escala de 110g y un
volumen total de n-hexano de 100 mL (PNT-A&G, Anexo IIl).

Influencia del tipo de aceites y grasas

Para comprobar la validez del método para distintos tipos de aceites y grasas se
realizaron ensayos con A&G de diferente naturaleza: (i) aceite vegetal representado
por aceite de maiz (AV), (ii) aceite mineral representado por parafina (AM) vy (iii)
mezcla de acido estedrico y hexadecano (AE/H) (USEPA Method 1664, revB, 2010). Se
prepararon por triplicado muestras de control de los tres tipos de A&G a tres niveles
de concentracién: 40, 200 y 1000 mg A&G-L ™.

Estas muestras se sometieron al procedimiento analitico y se determiné el porcentaje
de recuperacién de A&G. La Fig. 4.45 muestra los valores obtenidos de recuperacion,
%R, en funcion del nivel de concentracion de A&G.

%R
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Fig. 4.45: Recuperacién de diferentes tipos de A&G en funcidn de la concentracién

A la vista de la Fig. 4.45 puede concluirse que el porcentaje de recuperacién de estos
compuestos estd dentro del intervalo de 100 + 10%. Los mejores resultados de
recuperacion se han obtenido con los A&G vegetales y minerales, mientras que las
mayores variaciones en los porcentajes de recuperacidon se observan para el patrén
AE/H por lo que cuando se use este patron deben extremarse las precauciones.

Influencia de los sélidos suspendidos

Para preparar muestras de control con concentraciones de A&G exactamente
conocidas es necesario eliminar los A&G originalmente presentes en la muestra
compuesta. El pretratamiento consistid en una filtracion realizada de acuerdo a la
norma UNE 77037 (UNE 77037, 1983), descrita anteriormente. En esta etapa se
eliminan simultdneamente particulas sdélidas suspendidas. Dado que la presencia de
sélidos suspendidos puede dificultar la filtracién y/o retener los A&G, su efecto de
debe ser evaluado. Para comprobar la recuperacion de A&G en presencia de sdlidos

203



Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

suspendidos totales, SST, se prepararon muestras de A&G a tres niveles de
concentracién, 80, 200 y 1000 mg A&G-L'l, obtenidos mezclando masas iguales de
aceite de maiz, parafina, acido estearico y hexadecano. Se doparon tres porciones de
cada muestra con SST a tres niveles diferentes, 50, 1000 y 2000 mg SST-L?, simulados
con celulosa microcristalina, que es el patrén de SST recomendado por distintas
normas (APHA, 1998; UNE EN 872, 2006).

Estas muestras se sometieron al procedimiento analitico y se determind el porcentaje
de recuperacion de A&G. La Fig. 4.46 recoge los valores de recuperacion, %R,
obtenidos en cada caso.

%R
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100 —1 1
< 50 mg SST-L
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9% |
92 ﬁ
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0 250 500 750 1000
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Fig. 4.46: Efecto de la concentracidn de SST en la recuperacion de aceites y grasas

En las graficas se observa que las mayores diferencias respecto del valor real se
cometen a bajas concentraciones de A&G para los tres niveles de SST, mientras que
para los dos niveles restantes se comete aproximadamente un error de +5%. Las
variaciones de recuperacién observadas parecen estar mas relacionadas con el nivel de
concentracién de A&G que con la concentracidn de SST. En consecuencia, no es
necesario incluir en el procedimiento de ensayo ninguna restriccién referente a la
concentracion de SST presentes en la muestra, pero se deben extremar las
precauciones durante la determinacién de A&G a niveles bajos de concentracién.

Requerimientos de los blancos

Dado que el disolvente empleado durante la determinacién de A&G se reutiliza, se
hace necesario comprobar su pureza, antes de cada analisis, mediante la realizacién de
un blanco. Se decidié imponer un limite maximo al blanco de +5 mg. El valor medio de
los blancos realizados durante diez series de medidas fue de -0.31 mg, con una
desviacion estandar de 3.1 mg, comprobandose que todos los valores del blanco
obtenidos fueron inferiores al limite impuesto.

Para decidir si la media del blanco difiere significativamente de cero, se aplicé una
prueba estadistica t (Miller et al., 2002). Se obtuvo un valor del parametro t de Student
igual a 0.32 que, comparado con el valor tyiico (2.26 para a=0.05; g.d.l.=n—1=9) nos
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permite concluir, con un nivel de confianza del 95%, que la concentracion del blanco
no difiere significativamente de cero.

Se detalld en el procedimiento de analisis la condicién de realizar un blanco antes de
cada serie de medidas cuyo valor debe ser menor de 5 mg (PNT-A&G, Anexo ).

Conservacion de la muestras

Para establecer las condiciones de conservacion de las muestras de agua residual para
la determinacion de A&G, se han recopilado los periodos de conservacion, el tipo de
envase permitido y la temperatura de conservacion, recomendados en distintas
normas consultadas (APHA, 1998; ASTM 4281:95, 2005; UNE 77038, 1983; UNE 77037,
1983; UNE EN ISO 5667-3, 2004; USEPA Method 1664, revA, 1999). Estos datos se
muestran en la Tabla 4.46:

Tabla 4.46: Condiciones para la conservacidon de muestras en las que se van a determinar A&G

. T fio y técnica d ., )
Normativa Envase amanlcl)ey;azzmca € Conservacion Tiempo
UNE 77037, 1983 - - pH<2 con H,SO,4 o HCI -
UNE 77038, 1983 - 1000 mL pH<2 con H,S0, o HCI -
ASTM D 4261-05 Vidrio tapén PTFE 1000 mL; menos segun He2 .50, o HCl
R . con o HCl; ,
2001 " | Cada réplica en residuo A&G; P refri erazr atl"c 28 dias
un envase dejar cdmara de aire &
UNE EN ISO vidrio enjuagado
5667-3, 2004 con disolvente 1000 mL pH 1-2 con H,S0, o HCI 1 mes
Standard Method vidrio de boca ” 2h
5520 ancha enjuagado 1000 pH <2 con HCl 0 H,SOy; di
APHA ,1998 con disolvente refrigerar 28 dias
1000 mL; refrigerar 0-6°C 4 h
USEPA Method Vidrio enjuagado i resid 500
1664, revB, 2010 con disolvente menos st rAe;GT_gl> me | pH<2 c.on Ha504 0 HCl; 28 dias
refrigerar 0-6°C

Para confirmar los periodos de conservacién encontrados bibliograficamente, se
prepararon cuatro muestras de control conteniendo A&G de la siguiente forma: a
cuatro alicuotas de un litro de matriz sintética se le afiadieron unos 25 mg de distintos
tipos de aceites y grasas (vegetal, mineral, acido estedrico y hexadecano)
obteniéndose una concentracién total de aproximadamente 100 mg A&G:-L™. Estas
muestras se analizaron durante cuatro semanas consecutivas, teniendo en cuenta el
maximo periodo de conservacidon recomendado. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 4.47

Para decidir si la diferencia entre las concentraciones esperadas y las concentraciones
obtenidas era significativa se aplicé una prueba estadistica t de pares de valores (Miller
et al., 2002). Se obtuvo un valor del parametro t de Student igual a 2.5 que, comparado
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con el valor tgico (3.18 para a=0.05; g.d.l.=n—1=3) nos permite concluir, con un nivel de
confianza del 95%, que no existen diferencias significativas entre ambas series de
valores, por lo que se deduce que las muestras son estables al menos durante un mes.

Tabla 4.47: Variacién temporal de la concentracion de A&G en una muestra real

i X
(mg AL;LG~L'1) (mg A&G-LY) s
Semana 1 94.3 92.2 -2.2
Semana 2 122.0 109.6 -10
Semana 3 122.0 106.4 -13
Semana 4 90.2 93.3 34

Se decidid establecer en el procedimiento de analisis que las muestras recogidas no
deben subdividirse, por lo que se deben recoger de forma separada, en envases de
vidrio de boca ancha, para la realizacién de réplicas. El volumen de muestra que debe
recogerse es aquél que proporcione una cantidad de A&G comprendida entre 10 y
1000 mg A&G-L™". También se indicd un periodo maximo de conservacion de muestras
de aguas residuales para el analisis de A&G de 28 dias, acidificadas con H,SO4 o HCl y
refrigeradas a una temperatura de 4°C (PNT-A&G, Anexo Ill).

4.4.2. DISENO EXPERIMENTAL

En el protocolo de validacion descrito en el Apartado 3.3. se describid el disefio
experimental seleccionado para la validacion del método de aniones.

De todos los aceites y grasas empleados en los ensayos previos, se ha elegido la mezcla
de AE/H, en proporcién 1:1, para preparar las muestras de control necesarias para los
experimentos de validacion por ser el patrén de A&G recomendado por la EPA para
métodos gravimétricos (USEPA Method 1664, revB, 2010). Las muestras de control se
prepararon a los niveles de concentracién a ensayar, N; (10, 50, 250, 1000 y 5000
mg A&G-L") afiadiendo cantidades iguales de &cido estedrico y hexadecano en
porciones de matriz sintética compuesta.

Debido a la imposibilidad de dividir las muestras, se prepararon cuatro muestras para
cada nivel y dia, siendo dos para cada analista. A cada muestra de control se afiadié la
cantidad de celulosa microcristalina suficiente para tener una concentracion de SST
similar a la reglamentada como limite de vertido local, establecida en 200 mg SST-L™
(Ayuntamiento de Valladolid, 2006). Se introdujeron deliberadamente variaciones en el
volumen de muestra de control preparada para abarcar un amplio rango de volimenes
de muestra y de masa de residuo de A&G pesado con el objeto de introducir un factor
de ruido controlado en el disefio de experimentos. En la Tabla 4.48 se recogen las
cantidades de acido estedrico, hexadecano y celulosa microcristalina previstas para la
preparacion de las muestras de control.
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Una vez preparadas las muestras de control se sefialé en el envase de cada una de
ellas el nivel del menisco, se acidificaron a pH<2 con &cido clorhidrico 1:1 y se
conservaron refrigeradas a 4°C. En la Tabla 4.49 se recogen las concentraciones reales
de cada una de las muestras de control preparadas junto con su incertidumbre
estimada mediante el método “bottom-up”.

La Tabla A.11.25 del Anexo Il muestra todos los resultados experimentales obtenidos del
analisis de estas muestras.

4.4.3. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

Una vez realizados todos los ensayos programados en el disefio de experimentos se
procedié al analisis estadistico de los mismos para evaluar cada una de las
caracteristicas técnicas del método de andlisis indicadas en la Tabla 3.6 y comparar los
resultados con los objetivos.

Selectividad

Se hizo una revision bibliografica de normas y publicaciones relacionadas con la
determinacion gravimétrica de A&G para verificar la selectividad y eliminar las posibles
interferencias (APHA, 1998; ASTM D 4281-95, 2005; UNE 77037, 1983; USEPA Method
1664, revB, 2010). De acuerdo a estas normas, el método se aplica a la determinacion
de compuestos extraibles con n-hexano. Este método es apropiado para la mayoria de
las aguas residuales urbanas e industriales o los efluentes tratados que contengan
A&G.

En la determinacién de aceites y grasas no se mide una cantidad absoluta de una
sustancia especifica sino que mas bien se determinan cuantitativamente grupos de
sustancias con caracteristicas fisicas similares sobre la base de su solubilidad comun.
Los A&G que pueden ser determinados son hidrocarburos relativamente no volatiles,
aceites vegetales, sebos animales, ceras, jabones, grasas.... El n-hexano, ademas, tiene
la capacidad de disolver otras sustancias orgdnicas tales como compuestos organicos
de azufre, ciertos tintes organicos, detergentes... Por otro lado, los residuos mas
pesados del petréleo pueden contener una porcion significativa de materiales que no
son extraibles con n-hexano.

El método no es aplicable para medir fracciones de bajo punto de ebullicién que se
volatilizan a temperaturas por debajo de 70°C. Durante la eliminacién del disolvente se
tiene como resultado la pérdida de los hidrocarburos de cadena corta y aromaticos
sencillos, por volatilizacion.

Es importante que esta limitacidén se entienda con toda claridad pues, a diferencia de
otros métodos, el método analitico para la determinacién de A&G es operativo, es
decir, el resultado depende fuertemente de las condiciones experimentales empleadas
para su determinacion.
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Veracidad

Se calcularon los errores relativos de los valores obtenidos para cada analista y dia,
%E,.; respecto de los valores esperados. La Tabla 4.50 muestra el porcentaje de error
relativo medio, %E; vepio, Y 10s porcentajes de error relativo maximo y minimo, %E; pax
y %E, min, para cada nivel de concentracién de las muestras de control.

Tabla 4.50: Estimacion de la veracidad para la determinacién de A&G

Nivel de' . Cosparsp Cobtenida Sesgo
concentracion 1 1 %E, mepio %E, max %E MmN
N (mg A&G-LY) | (mg A&G-L™) | %6E, | max
LoQ=N, 11.8 11.8 0.84 24 -11 24
N, 52.6 50.6 3.7 1.8 7.7 7.7
N; 252.7 243.4 -3.8 5.0 -13 13
N, 1014 991 2.4 1.1 9.5 9.5
LS=Ns 4995 4854 3.0 1.8 5.9 5.9

Se puede ver que se cumple el valor objetivo propuesto (%E, < 15%) excepto al nivel de
concentracién Ny, proximo al limite de cuantificacién. También se puede concluir que
el intervalo de valores de error relativo obtenidos para cada nivel de concentracién
incluye el cero.

La veracidad del método, expresada como sesgo, se cuantific6 como el error relativo
maximo de cada nivel de concentracidn en valor absoluto, [%E,[yax. Se tomo el valor
de error maximo en lugar del valor promedio para reflejar los valores mas
desfavorables del sesgo.

Precision
.. , . . iy ey 2
La precisidon se evalué por medio de la varianza de reproducibilidad, $%eproducibilidads

obtenida del analisis de varianza de los resultados del disefio de experimentos
totalmente anidado de tres factores segun la ec. 3.4.

Debido a la limitaciéon del procedimiento de ensayo que impide la division de las
muestras para la realizacién de réplicas, éstas se realizaron analizando pares de
muestras de control con concentraciones muy similares de cada uno de los niveles de
ensayados. Para evitar que las diferencias de concentracidon debidas a la preparacion
de las réplicas supusiera un aumento en la estimacion de la precision, el analisis de
varianza, ANOVA, se realizé a partir de los resultados obtenidos, medidos como
recuperaciones. Una vez obtenidas las estimaciones de la precisiéon global y las
precisiones intermedias estas se transformaron en las unidades habituales de
concentracion.

En la Tabla 4.51 estan recogidos los valores de la precisidn, expresada como %DER,
para cada nivel de concentracién. Puede observarse como la falta de precisiéon
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aumenta al disminuir la concentracion. En todos los niveles el valor obtenido es menor
al propuesto, %DER < 15% (ver Tabla 3.6).

Tabla 4.51: Estimacion de la precisién para la
determinacion de A&G

Nivel de concentracion
%DER

N;
LoQ =N, 13
N, 5.2
N; 7.1
N, 43
LS= N5 3.8

El tratamiento de los resultados del disefio experimental mediante ANOVA nos
proporciona informacion adicional de las precisiones intermedias para cada nivel de
concentracién, debida a la realizacidon de los ensayos en distintos dias, por distintos
analistas, que se miden por duplicado. En la Tabla A.I1.26 del Anexo Il se muestran los
valores numeéricos de las varianzas intermedias estimadas. La representacién grafica de
la raiz cuadrada de las diferentes contribuciones a la varianza total, Sfscror, S€ muestra
en la Fig. 4.47. Se puede apreciar que, en general, la contribuciéon mayoritaria a la
desviacion estandar total es la varianza de repetibilidad.

Stactor N1 Stactor NZ Stactor N3 Stactor N4 Stactor N5
12 3.0 16 40 160
1.0 25 14 35 140
12 30 - 120
0.8 - i
2.0 10 25 4 100
0.6 - 1.5 8 20 80 -
. 15 60
0.4 10 6
4 10 - 40
0.2 0.5 2 5 20 |
0.0 . . 0.0 T T 0 - - 0 0 -
g = B 2 £ 8 S s £ 8 s & £
R = = - = ° = [=% = [=3
g ¢ g ¢ g 2 g ¢ g e

M dia M analista réplica

Fig. 4.47: Valores de precision intermedia para la determinacién de A&G, expresadas como desviacion
estandar

Limite de deteccidn (LoD) y limite de cuantificacion (LoQ)

Los limites de deteccion y cuantificacidn se estimaron de acuerdo a las ecuaciones
indicadas en la Tabla 3.6 correspondientes a un método que no requiere linea de
calibrado y cuyo blanco es muy préximo a cero.
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Como el valor del blanco obtenido es cero, el valor sz se estimé como la desviacidon
estandar de los resultados obtenidos del analisis del primer nivel de concentracién del
disefio de experimentos, que se recogen en la Tabla 4.52, obteniéndose un valor de
0.65 mg A&G-L™. Los valores de LoD y LoQ resultantes fueron, respectivamente,
2.1 mg A&G-L" y 6.5 mg A&G:-L?, valor este dltimo mds bajo que el valor objetivo
propuesto, 10 mg A&G-L™.

Tabla 4.52: Concentraciones reales y obtenidas del nivel N; de aceites y grasas, mg ARG

Crear |11.4(13.5/13.0/10.9|11.3|10.9|10.8|12.4|11.9|13.5|11.7|13.4|11.7|11.9| 9.8 | 9.9

Cobtenida | 12.5[12.3]11.0|11.2|12.5[12.1|10.0|13.9|11.4|12.6|10.1|13.3|10.7|10.3|12.6|11.8

Para decidir si la diferencia entre las concentraciones tedricas y las concentraciones
determinadas es significativa se aplicé una prueba estadistica t de pares de valores
(Miller et al., 2002). Se obtuvo un valor del parametro t de Student de 0.019 que,
comparado con el valor tgico (2.131 para a=0.05; g.d./.=n—1=15), nos permite concluir,
con un nivel de confianza del 95%, que no existen diferencias significativas entre
ambas series de valores. Se demuestra, pues, que se puede cuantificar A&G sin error
significativo a la concentraciéon del LoQ objetivo; por tanto, se mantuvo el valor
objetivo de 10 mg A&G-L™.

Incertidumbre

Se estimé la incertidumbre para cada nivel de concentracién, segun las ecuaciones
mostradas en la Tabla 3.6 y descritas en el Apartado 2.3.3. Se tuvieron en cuenta tres
contribuciones principales: la falta de veracidad, la falta de precision y la falta de
trazabilidad durante la preparacién de los patrones. Como contribucion a la falta de
veracidad se tomod el porcentaje de error relativo maximo, en valor absoluto, para
evitar subestimar la incertidumbre total en las muestras reales.

Los resultados de incertidumbre de cada una de las contribuciones, expresadas como
varianza, la incertidumbre combinada y la incertidumbre expandida se resumen en la
Tabla A.l.27 del Anexo Il. Como cabe esperar, la incertidumbre total absoluta aumenta
con la concentraciéon. En la Fig. 4.48 se han representado las incertidumbres
individuales para cada nivel de concentracion, pudiéndose apreciar que la contribucion
gue menos afecta a la incertidumbre total es la debida a la trazabilidad mientras que
las debidas a la veracidad y precisién contribuyen en mayor medida, siendo
aproximadamente del mismo orden de magnitud.

En la Tabla 4.53 podemos ver los resultados finales de la incertidumbre expresados
como porcentaje de incertidumbre expandida, %/. Los valores obtenidos son menores
que el valor objetivo, propuesto en la Tabla 3.6 (%l < 25%), excepto para el primer
nivel de concentracidn, coincidente con el LoQ. Esto significa que no se ha cumplido el
objetivo de validacion para ese nivel y, en consecuencia, se deberia buscar un nivel
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proximo superior al cual se cumpla. A la espera de obtener el nuevo limite inferior
validado, el rango de medida del método de ensayo estaria comprendido entre N, y
Ns.

u N, N, u N, u N, u Ng
1.8 3.0 20 60 200
16 - 18 -
14 25 16 - 50 1 160
1.2 - 2.0 | 141 40
12 120 -
1.0 |
1.5 10 30
0.8 |
8 - 80
0.6 . ]
1.0 6 | 20
0.4 -
05 | 4 10 40 1
0.2 2 |
0.0 0.0 - 0 0 0
verac preci traza verac preci traza verac preci traza verac preci traza verac preci traza

- Uveracidad | ureproducibilidad - Utrazabilidad

Fig. 4.48 Contribuciones individuales a la incertidumbre de medida de A&G expresadas como
incertidumbres tipicas

Tabla 4.53: Incertidumbre de medida para la
determinacién de A&G

Nivel de concentracién
%IA&G

N;

LoQ = N; 39
N, 14
N 20
N, 14

LS = Ns 10

Una vez obtenidos los valores de incertidumbre para cada nivel de concentracion, se
establecié la relacién funcional entre ambas variables, excluyendo el nivel N;. Debido
al rango de medida tan amplio, y para facilitar la visualizacién de la relacién
incertidumbre-concentracién, se representd graficamente en escala logaritmica
obteniéndose una funcion potencial, I=ks; %, La Fig. 4.49 muestra dicha relacién. En la
misma figura se ha incluido a modo informativo la incertidumbre expandida del nivel
Nl.

La relacién incertidumbre-concentracién obtenida se corresponde con el modelo Tipo
Il propuesto en la norma UNE 82009-2 (Tabla 2.12).
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IA&G
1000

g = 0.2366(Cjgc)*9166
R2=0.9851
100

10

1 T T T
1 10 100 1000 10000
CA&G

Fig. 4.49: Representacidn grafica de la incertidumbre en funcién de la concentracidn para la
determinacion de A&G

Rango de medida/limite superior/dilucion maxima

Se comprobd la capacidad de medir A&G en el limite de cuantificacion, LoQ, y en el
limite superior de concentracion, LS (10 y 5000 mg A&G-L™ respectivamente). En este
caso no se hizo necesario aplicar ninguna dilucién maxima ya que el rango de ensayo
coincide con el de medida, pues el método no contempla la posibilidad de diluir las
muestras.

Debido a que no se ha cumplido el objetivo impuesto en veracidad e incertidumbre del
limite de cuantificacién propuesto, a la espera de obtener un nuevo limite inferior
validado, el rango de medida validado estaria comprendido entre las concentraciones
N,=50 mg A&G-L™" y N5=LS=5000 mg A&G-L™. Los resultados de veracidad, precision e
incertidumbre obtenidos para estos niveles se muestran a continuacioén:

Tabla 4.54: Resultados obtenidos para el LoQy el LS en la determinacion de A&G

Cobjetivo
a I%Erlmax %DER %IA&G
(mg A&G:-L™)
LoQ 10 24 11 39
N, 50 7.7 5.7 14
Ns=LS 5000 5.9 3.4 10

Aseguramiento de la calidad de los resultados de los ensayos (control de
calidad interno)

Se establecieron graficos de control para verificar la calidad de los resultados de la
determinacion de A&G en aguas residuales. Debido a que el nivel N; no ha sido
validado, los niveles elegidos para el aseguramiento de la calidad de los resultados se
corresponde con las muestras de control N, 50 mg A&G-L™ y N3, 250 mg A&G-L™. Dada
la imposibilidad de tener concentraciones exactamente iguales al preparar las réplicas
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mediante distintas pesadas, se han elegido graficos de control de valores individuales y
rangos moviles, X/RM.

Se establecieron las lineas de los graficos de control tomando como valores de
aprendizaje los resultados obtenidos durante la validacion para las muestras de control
de concentraciéon N, y N3 empleando las ecuaciones recogidas en la Tabla 2.13. En la
Tabla 4.55 se muestran los parametros estadisticos empleados para construir los
graficos de control y en la Tabla 4.56 los valores de las lineas de los graficos de control.

Tabla 4.55: Parametros empleados para construir
los graficos de control

d, D, Ds n

1.128 3.267 0 1

Tabla 4.56: Valores de las lineas de los graficos de control para los dos niveles de
concentracion de A&G

50 mg A&G-L™" 250 mg A&G-L™
Linea X RM Linea X RM
LC 50.6 2.88 LC 243.4 12.0
LCS 58.2 9.41 LCS 2753 39.2
LCI 42.9 0.0 LCl 2115 0.0

Una vez construidos los graficos, se analizardn de forma replicada, con una
periodicidad prestablecida, muestras de control con uno de estos dos niveles de
concentraciones. Se comprobard la validez del método segin la tendencia de los
valores representados.

4.5. ANALISIS DEL MODELO DE ESTIMACION DE LA

INCERTIDUMBRE PROPUESTO

El modelo de estimacion de la incertidumbre propuesto en este trabajo tiene en
cuenta las contribuciones mayoritarias al error de medida, precision y veracidad,
estimadas durante la validacion del método analitico, y una contribucidn,
habitualmente minima, debida al error en la preparacidon de las muestras de control
empleadas para llevar a cabo los disefios de experimentos anidados. EI modelo
permite afadir contribuciones adicionales debidas a algun proceso no incluido durante
la validacién.

La contribuciéon debida a la precisién se ha obtenido del ANOVA de los resultados
analiticos obtenidos en los ensayos programados para el disefio de experimentos de
tres y cuatro factores. Se consideraron para los tres métodos de ensayo que los
factores que mds podian afectar a la incertidumbre final, eran la realizacién de los
ensayos en dias distintos, el cambio de analista y la realizacién de medidas replicadas.
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Para la determinacion de fenol se intercald ademas un nuevo factor, la destilacion del
analito de la muestra. Se tomaron estos factores, ya que se considera que son los que
mas contribuyen a la incertidumbre de medida (UNE 82009-3, 1999).

Otros factores que pueden influir y no se han tenido en cuenta por diversos motivos
fueron: (i) cambio de equipo de medida, debido a la falta duplicidad en el
equipamiento; (ii) calibracién instrumental de los equipos de medida, por asumir que
la respuesta de los equipos fue estable durante la corta duracidn del disefio
experimental; (iii) cambio de algin componente critico de equipo como la columna
cromatografica, por falta de medios econdmicos.

Fuentes de error debidas al cambio de reactivos, material volumétrico empleado...
fueron incluidas en el disefio de experimentos como ruido controlado, de modo que su
posible contribucién al error final estuviese incluida en el factor residual debido a la
realizacién de las réplicas.

El andlisis de varianza nos permitié separar las contribuciones a la varianza total
debidas a cada uno de los factores ensayados. Los resultados obtenidos para cada
método se representan en la Fig. 4.50 y fueron los siguientes:

A Para la determinacién de aniones el factor que mds contribuye a la
incertidumbre final es el cambio de analista y, en menor medida, la varianza
residual. La realizacién de los analisis en distintos dias supuso para la mayoria de
los niveles que ese factor no influye en el error final.

A Para la determinacion de fenol no hay un patrdn fijo en cuanto a la contribucidn
a la varianza total de cada uno de los factores, afectando todos en mayor o menor
medida. El factor dia es una contribucién minoritaria o despreciable para todos los
niveles de concentracion ensayados mientras que el factor analista ha contribuido
de manera muy desigual dependiendo del nivel de concentracion.

A Para la determinacidn de aceites y grasas el factor réplica contribuye de forma
homogénea vy significativa a la varianza total en todo el rango de concentracion
ensayado. Por el contrario, los factores tiempo y analista contribuyen de forma
irregular, llegando a ser despreciable a ciertos niveles de concentracion.

A la vista de estos resultados podemos concluir los siguientes aspectos relacionados
con cada uno de los factores ensayados: en contra de lo que cabria esperar, el factor
tiempo no contribuye de forma notable a la incertidumbre de medida, por lo tanto
guedan justificados nuevamente los tiempos maximos de conservacién de la muestra
definidos en los ensayos previos; por su parte, el factor analista ha contribuido de
forma desigual dependiendo del método de ensayo; una posible razén puede ser que
el segundo analista ha sido distinto en cada método.

Una vez identificadas las principales fuentes de variacion de cada método podemos
plantear minimizar su contribucién a la incertidumbre final. Por ejemplo, la formacién
encaminada a la cualificacion del personal técnico reduciria las diferencias entre los
resultados obtenidos por distintos analistas; la repetibilidad de los resultados puede
mejorarse reoptimizando el método para hacerlo mas robusto;...
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La veracidad se evalué a partir de las diferencias relativas entre las concentraciones
reales de las muestras de control empleadas durante los analisis del disefio de
experimentos y los resultados obtenidos. Para cada nivel de concentracién, se optd
por tomar el sesgo relativo maximo en valor absoluto, [%E,[vax como estimador de la
contribucién a la incertidumbre debida a la falta de veracidad para evitar subestimarla,
garantizando asi que el valor verdadero esté incluido dentro del intervalo de
incertidumbre del valor medido experimentalmente. Todos los analitos estudiados han
cumplido los objetivos de validacién propuestos, con la excepcion del fosfato para los
dos primeros niveles de concentracion y de los aceites y grasas para el primer nivel de
concentracién.

La contribucién que hemos llamado falta de trazabilidad es la debida a los errores
cometidos en la preparacién de las muestras de control. A pesar de ser minoritaria se
observa que es ligeramente mayor en los niveles de concentracidn bajos debido a que
la contribuciéon de la balanza aumenta a medida que la masa pesada es mds pequefia.
Estos errores se minimizan partiendo de disoluciones concentradas en lugar del analito
puro. En el caso de la determinacién de aceites y grasas, en cambio, es debido a dos
causas: el analito a estudiar es una mezcla de reactivos con lo cual se duplican los
errores debidos a la masa y pureza; y el volumen final se ha medido con probeta cuya
tolerancia de medida es mayor que la del material volumétrico aforado; esta
contribucion se evita preparando las muestras de control por pesada.

Por Ultimo, la contribucién debida a otros procesos englobaria aquellas etapas no
incluidas en la validacion del método analitico como etapas de muestreo o
pre-tratamiento que en ninguno de los ejemplos planteados en este trabajo han tenido
lugar.

Las funciones matematicas incertidumbre-concentracion obtenidas nos permiten
predecir, mediante interpolacion, las incertidumbres de medida asociadas a las
concentraciones de analito determinadas en las muestras recibidas por el laboratorio
sin necesidad de calculos adicionales.
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Capitulo 5: Otros modelos

En este capitulo se describe la estimacion de la incertidumbre aplicando otros
modelos, que fueron descritos en el Capitulo 2. Para ello se han empleado los datos
obtenidos durante la realizaciéon de los disefios de experimentos utilizados en los
procesos de validacién desarrollados en el Capitulo 4:

A Modelo “bottom-up”, que estima la incertidumbre de medida de cada uno de los
resultados siguiendo las siguientes etapas: (i) especificar el mesurando mediante
la ecuacion que lo relaciona con las magnitudes de las que depende, (ii) identificar
las fuentes de incertidumbre, tanto las explicitas, es decir, las fuentes de
incertidumbre asociadas a las magnitudes de las que depende el mesurando y que
aparecen en la férmula, como las implicitas, que son aquellas que no aparecen en
dicha formula, (iii) cuantificar los componentes de la incertidumbre y (iv) estimar
la incertidumbre combinada.

A Modelo “top-down”, habitualmente empleado para ensayos interlaboratorio; se
ha empleado aqui para un ensayo intralaboratorio donde el factor laboratorio se
ha cambiado por cada medida replicada obtenida durante la validacion. La

incertidumbre se estimé mediante este modelo teniendo en cuenta las
contribuciones listadas en la Tabla 5.1.
Tabla 5.1: Fuentes de incertidumbre segun el modelo “top-down” y su cuantificacién, en mg»L'1
Fuente de simbolo Coeficiente de Incertidumbre tipica
incertidumbre sensibilidad, 0X/ox; u(x) = uy
o 1 Tabla 2.7
Repetibilidad S —
n para n=n=2
. Tabla 2.7
Laboratorio S 1
para n=n=2
Método Ummet 1 ec. 2.57
2
_ ec. 2.58
Sesgo Ss 1 S5 = \ S —
p para nj=n=2
siendo Gé = GE + Grz
Material de Apart
. uy 1 Modelo “bottom-up” partado
referencia 2.5
u(X; Apartad
Otros Uopos X /ox, () partado
Modelo “bottom-up” 2.33

p=dias en que se realizan las medidas

Una vez estimadas las contribuciones, se combinaron de acuerdo con las reglas de
propagacién de errores obteniéndose asi la incertidumbre combinada:
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2

Y 2 >r
c \ Umetodo +SL + ? ec. 5.1

u

Se ha desestimado el término u.es Ya que no se han realizados experimentos
adicionales para incluir fuentes de incertidumbre no contempladas durante los
ensayos de validacion.

Para poder comparar los resultados de estimacién de la incertidumbre de acuerdo a
este modelo “top-down” con los obtenidos en el capitulo anterior, las fuentes de
incertidumbre indicadas en la Tabla 5.1 debidas a la repetibilidad y reproducibilidad
intra-laboratorio, s, y s, se han agrupado en una Unica contribuciéon a la
incertidumbre debida a la precision, Uprecisisn, Y las debidas al sesgo y material de
referencia, ss y uy, se han renombrado como Uyeracidad Y Utrazabilidad- ESta Ultima
contribucion tiene el mismo valor absoluto que en el modelo basado en los
resultados obtenidos de la validacién ya que en ambos casos se estima la
incertidumbre de las mismas muestras de control. De este modo, la incertidumbre
combinada estimada de acuerdo al modelo “top-down” se expresaria segun la
ecuacion siguiente:

2 2 2
Ue = \/uveracidad + Utrazabilicad + uprecisién ec. 5.2

Con caracter informativo, se han aplicado test de consistencia de datos a los
resultados obtenidos durante los analisis realizados, de acuerdo a las normas ASTM
E691 y UNE 82009-2; se han utilizado test de consistencia graficos (estadisticos ky h
de Mandel) y numéricos (test C de Cochrany G de Grubbs).

En la aplicacion de estos test se tomd la decisién de no eliminar ninguno de los
valores por varior motivos: (i) partir de los mismos datos empleados en el modelo
de estimacion de la incertidumbre aplicado en el capitulo anterior, (ii) evitar
minimizar la estimacion de la incertidumbre al eliminar los datos alejados de la
media, y (iii) mantener el nimero minimo de datos exigidos, establecido en 8
(AOAC, 2002a).

Se estudid si la contribucién debida al sesgo era significativa aplicando el criterio de
aceptacion descrito en la ec. 2.59; sin embargo, finalmente se afiadié como
contribucién a la incertidumbre total para evitar subestimarla.

Finalmente, se han comparado los resultados obtenidos de los tres modelos de
estimacioén de la incertidumbre aplicados para cada método de andlisis y se ha hecho
un andlisis de las caracteristicas de cada uno de ellos.

5.1. MODELO “BOTTOM-UP”

5.1.1. APLICACION A LA DETERMINACION DE ANIONES

Para no alargar excesivamente la discusion, en este apartado solo se describen los
resultados obtenidos para el anidn nitrito. En la Tabla A.1.28 del Anexo Il se resumen
los valores estimados de la incertidumbre de medida segin el modelo “bottom-up”
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para las concentraciones del resto de aniones obtenidas por uno de los analistas en
cada una de las muestras de control.

En primer lugar se especificd la ecuacién que liga la concentraciéon de aniones con las
magnitudes de las que depende. A esta ecuacion se le afiadié un factor de dilucion, £,
cuando la concentracién de analito en las muestras estaba fuera del rango de ensayo.

Y

-a
- St =Ca o - fail ec. 5.3

CA:b

Posteriormente se identificaron las posibles fuentes de incertidumbre basandonos en
el conocimiento del método analitico. Para facilitar su visualizacion se empled un
diagrama de Ishikawa o de espina de pescado.

Proceso

Linea de calibrado
(Regresion)

Calibracién

Calibracién Repetibilidad

Temperatura Temperatura

Repetibilidad

Y

Dilucién

Fig. 5.1: Contribuciones a la incertidumbre de la concentracidn de aniones

A continuacion se estimd el valor de las componentes identificadas, expresadas como
desviaciones estdandar mediante las expresiones que se muestran en la Tabla 5.2:

Tabla 5.2: Fuentes de error que contribuyen a la incertidumbre en la determiacidn de aniones segun el
modelo “bottom-up”

Fuente de simbolo e Coeficiente de Incertidumbre tipica
incertidumbre sensibilidad, 0X/0x; u(x) = u,
. Ca ( ) 2 2 2
Volumen: V;, V¢ u(Vy), u(Vvy) mL v, ulVig )= X/uca|+urep +US,
. .. IVol
Calibracién Ucal mL 1 Uea = e
Repetibilidad Urep mL 1 Urep =S
Temperatura u mL 1 u Vi -AT-21:10°
T2 T=—m———
3
—\2
Se (1.1 (yo-y)
Proceso u " m .|_'1 1 U(Xo,Y):f' *+*+ﬁ
regresion g b \ m n p 'Z(Xi —X)
i
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Se ha denominado proceso a la etapa de medida instrumental, que en este método de
andlisis consta de las siguientes etapas: preparacién de patrones de calibracion,
medida instrumental de los mismos y realizacion de la linea de calibrado, a partir de la
cual se obtendra la concentracion de analito en las muestras por interpolacion. La
técnica propuesta para calcular la ecuacién de la linea de calibrado es el Modelo I, que
supone que la incertidumbre tipica de la concentracién debida al error en la
preparacion de los patrones, u(xgx;), es despreciable frente al error en la respuesta del
instrumento, u(xyy) (Eurachem/Citac, 2012). En la Tabla 5.3 se han recogido ambas
contribuciones para distintas concentraciones de nitrito a lo largo de la linea de
calibrado. Se puede observar que la contribucién del error debido a la preparacién de
los patrones es mas de 10 veces inferior a la contribucién debida a la imprecisién de las
lecturas del instrumento, esto es, el 0.5% del error total y por tanto despreciable
(Eurolab, 2006).

Tabla 5.3: Verificacion de la aproximacion u(xq ;)<< u(xo, y)

Xo= Cnoz -0 xi £ 1 (k=2) u(xo,x;) = u(x;)/n u(xo,y)
(mg NO,-L™Y) (mg NO, L") (mg NO, L") (mg NO,-L™Y)
5.193 5.029 + 0.066 0.0047 0.63
9.228 9.827 + 0.091 0.0065 0.57
11.40 14.74+0.57 0.041 0.53
14.13 16.04 +0.62 0.045 0.45
20.33 20.33+0.60 0.043 0.54
24.83 25.14 +0.60 0.043 0.62
28.55 30.17 +0.60 0.043 0.74

Por ultimo, se combinaron las contribuciones cuantificadas en el paso anterior de
acuerdo con las reglas de propagacidn de errores, obteniéndose asi la incertidumbre
combinada:

u(cA-)=\[CCA ][Cvjm(cvj(v) ec. 5.4

La incertidumbre expandida se obtuvo multiplicando la incertidumbre combinada por
el factor de cobertura K = 2.

En la Fig. 5.2 se han representado las contribuciones a la incertidumbre, en valor
absoluto, para una medida de cada nivel de concentracién de nitrito. Se observa que
todas las contribuciones aumentan con la concentracion, siendo la contribucién mas
importante la debida a la linea de calibrado. Las contribuciones debidas a la dilucion de
la muestra son menos significativas.

Para el resto de aniones analizados en las distintas muestras de control, preparadas en
las diferentes matrices sintéticas, se obtuvieron graficas con habitos similares para las
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tres fuentes de error cuantificadas, que no se han incluido por brevedad. Sin embargo
pueden ser consultadas en la Fig. A.l.3 del Anexo II.

u;i (Y, x;)

600

500 -

400

300

200

100 -

x

N1

N2

N3

N1

N2

N3

N4

A W

N5

| Uys
| Uy;

u regresion

Fig. 5.2: Contribuciones a la incertidumbre en la concentracion de nitrito segin el modelo “bottom-up”

En la Tabla 5.4 se han recogido los intervalos de incertidumbre en valor relativo, %4,
para los valores promedio de concentracién obtenidos de cada nivel.

Tabla 5.4: Intervalos de incertidumbre segun el modelo “bottom-up” para cada anién

(mgCI:'~L'1) Hle (mgc(fll'-L'l) Hler (mgcl\;q(c;zziL'l) #olhoz
Ny 2.57 18-24 2.70 27-42 53 24 -28
N, 13.2 3.5-6.9 13.4 6.2-13 24.7 43-9.0
N3 125.8 4.4-9.0 123.4 7.0-19 242 5.5-12
Ny 1226 4.2-9.8 1224 7.2-20 2454 56-12
Ns 6224 42-75 6121 6.3-12 12140 4.7-9.4

Tabla 5.4 (cont.): Intervalos de incertidumbre segln el modelo “bottom-up” para cada anion

_ ) 3 Py
(mgCBB;'~L4) Hler (mgcl\:‘;z{l) %oz (mgcl:g}'oL'l) %IPO43- (mgcssgiz'~L'1) %I5042'
I\ 2.67 10-25 5.4 17-36 4.07 9.2-32 5.5 16-28
N, 13.23 29-7.7 27.0 43-11 24.53 13-74 25.1 4.1-9.2
N3 124.8 3.8-8.5 249 54-12 250.9 2.3-10 246 52-13
Ng 1229 33-9.1 2472 48-13 2452 1.8-10 2432 48-13
Ns 6737 28-7.6 12379 41-12 12486 26-5.6 12297 3.9-8.9

La Fig. 5.3 muestra graficamente la dependencia de la incertidumbre final estimada
mediante este modelo con la concentracidon. Se han representado en escala

logaritmica para facilitar la visualizacién de la relacidn incertidumbre-concentracién.
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Fig. 5.3: Relaciones incertidumbre-concentracidn segin el modelo “bottom-up” para las distintas
determinaciones de aniones en cada muestra de control

Se puede observar que: (i) para los dos primeros niveles de concentracién la
incertidumbre, en valor absoluto, es muy similar, mientras que para los niveles de
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concentracién restantes aumenta proporcionalmente; (ii) la incertidumbre estimada,
en valor relativo, es bastante mdas elevada para las muestras de control con la
concentracién mas baja que para el resto de muestras de control, para las cuales se
mantiene practicamente constante; (iii) las variaciones obtenidas en la estimacion de
la incertidumbre, segln este modelo, son debidas mayoritariamente al ajuste lineal y
en menor medida a los volumenes tomados durante el andlisis; (iv) el efecto matriz no
puede ser cuantificado con este modelo sin experimentos adicionales.

5.1.2. APLICACION A LA DETERMINACION DE FENOLES

En primer lugar se especificé la funcién matematica que relaciona la concentracién de
fenoles con las magnitudes de las que depende. A esta ecuacidn se le afiadid un factor
de dilucidn, 7, cuando la concentracion de analito en las muestras estaba fuera del

rango de ensayo.

UA —-a
Crtenol = T'fdn ec. 5.5

Posteriormente se identificaron las posibles fuentes de error individuales que
contribuyen a la incertidumbre total de la concentraciéon de fenol, de acuerdo al
conocimiento del método analitico. Para facilitar su visualizaciéon se recurrié a un
diagrama de Ishikawa, mostrado en la Fig. 5.4. Se incluyeron como fuentes de error
implicitas, a pesar de no aparecer en la expresiéon para el célculo de la concentracién,
los voliumenes inicial y final empleados en la destilacion y los volimenes de los
reactivos empleados.

Dilucién muestra Destilacion

\

Calibracién

Proceso Vinicial-muestra V100 VSOO'i VSOO'f

Calibracién Calibracién

Calibracién
-«

Linea calibrado Temperatura Temperatura

Temperatura
(Regresion Temperatura ratura)

Repetibilida

Repetibilidad \Repetibilidad Repetibilidad

Ifenol

Calibracién

Calibracién Calibracién

Temperatura emperatura

Repetibilidad
—>

Repetibilidad Repetibilidad

Viaire(cnjel Viampén Vi npp

(

Y
Reactivos afiadidos

Fig. 5.4: Contribuciones a la incertidumbre de la concentracién de fenol
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A continuacién se estimaron los valores de las componentes identificadas, expresadas
como desviaciones estandar, mediante las expresiones recogidas en la Tabla 5.5

Tabla 5.5: Fuentes que contribuyen a la incertidumbre en la determiacion de fenol y su cuantificacién

Fuente de Simbolo Ui Coeficiente de Incertidumbre tipica
incertidumbre sensibilidad, 0X/ox; u(x) = uy
Volimenes
VH3 u(Vins)
Viaire(cne] U(VK3[Fe(CN)6])
VTampén U(VTampén) Cf |
enol
Vaaap u(Vaane) mL BV u(V)= \/ugm +Up +UF
X
Vs00-i u(Vsoo-i)
Vso0-f u(Vsoo-)
V100 u(V100)
Vinicial-muestra u(Vinicial-muestra)

. . s IVol
Calibracion Ucal mL 1 Uca = K
Repetibilidad Urep mL 1 Urp =S

Vy-AT-2.1.107
Temperatura Ura mL 1 Ur = T
—\2
Se (1.1, (vo-)
-1 UXe,y)=— |—+—F———"—5
Proceso Uregresion mg-L 1 oY) b \ m n p? ‘Z(Xi —)?)2
i

Como en el caso de la determinacidn de aniones se ha comprobado que u(xyx;) es
despreciable frente a u(xgy). Los resultados numéricos obtenidos se resumen en la
Tabla 5.6.

Tabla 5.6: Verificacion de la aproximacion u(xq X;)<< u(xo, y)

X0= Cenol-0 x 1 (k=2) u(Xo,X) & u(x;)/n u(xo,y)
(mg fenoI-L'l) (mg fenoI'L'l) (mg feno|~L'1) (mg fenoI-L'l)
0.5853 0.498 + 0.055 0.0046 0.043
0.9266 0.996 + 0.056 0.0046 0.035
2.560 2.993 +0.058 0.0048 0.033
3.926 3.986 + 0.060 0.0050 0.033
4.837 4,981 £ 0.062 0.0052 0.057

Una vez estimadas las contribuciones se combinaron de acuerdo con las reglas de

propagacion de errores obteniéndose asi la incertidumbre combinada:
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2 2
C C
fenol 2 - fenol 2
( ‘UTregresion+| —— | -U (Vinicial—muestra) +

cfenol—o inicia-muestra

100 500-f 500—i

2 2 2
c c c
J{\;e”‘"j ~U2(V100)+(ern°|j 'U2(V500f)+(vfen°|j -U?(Vsoo.1) +
U(Cfenol) = ec. 5.6

2 2
+(c\:/feno|] 'UZ(VNH3)+(CfenOIJ .uz(v‘ampt'm)Jr

NH; Vtampén

2 2

C C

+| ——fenol 'UZ(VK3[Fe(CN)G)+(fenO|J 'UZ(V4AAP)
VKs[FE(CN)s Viaap

Por ultimo, la incertidumbre combinada se multiplicé por el factor de cobertura K=2
para obtener la incertidumbre expandida.

En la Fig. 5.5 se han representado las contribuciones a la incertidumbre, en valor
absoluto, para una medida de cada nivel de concentracién, comprobdndose que todas
ellas aumentan con la concentracién. De todas las contribuciones la que mas afecta a
la incertidumbre total es la debida a la linea de calibrado, mientras que la debida a la
toma de volumen de muestra afecta minimamente cuando apenas hay que diluir el
destilado, y en mayor medida cuando la dilucién necesaria es mayor. El error cometido
para el resto de volumenes es significativamente menor pero no despreciable.

u;i(y,x;)

7

6 oo W u(Vigo)
0.06 - B u(Viws )

51 . U(Vtampom )

4 | 9047 B u(Vseo.)

W u(Vseos)
3 0027 B u(Vaanr )
2 0 ____,_l B u(Vieri )
N1 N2 LI(Vinicial-muestra )
0 T

N1 N2 N3 N4 N5

Fig. 5.5: Contribuciones a la incertidumbre final de las concentraciones de fenol

En la Tabla A.Il.29 del Anexo Il se muestran las incertidumbres estimadas para cada
una de las determinaciones de las muestras de control realizadas por uno de los
analistas durante los experimentos de validacion, segun el modelo “bottom-up”. Los
resultados obtenidos se han representado graficamente en la Fig. 5.6 empleando
escala logaritmica para facilitar su visualizacién. En la Tabla 5.7 se han recogido los
intervalos de incertidumbre en valor relativo, %lfno, para los valores promedio de
concentracion obtenidos de cada nivel.
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Ifenol

100

10

0.1

0.01

0.1 1 10 100 1000

cfenol

Fig. 5.6: Relacion incertidumbre-concentracion segin el modelo “bottom-up” para la determinacién de
fenol

Tabla 5.7: Intervalos de incertidumbre segun el
modelo “bottom-up” para fenoles

Cf |
(mg feerr:;I-L'l) #oltena
0.505 8.4-22
4.97 17-31
49.5 1.7-12
250 18-4.1
488 21-37

Se observa que: (i) para los dos primeros niveles de concentracion la incertidumbre, en
valor absoluto, es similar, mientras que para los niveles de concentracién restantes
aumenta proporcionalmente; (ii) la incertidumbre estimada, en valor relativo, es
bastante mds elevada para las muestras de control con la concentracién mas baja, que
para el resto de muestras de control para las cuales se mantiene practicamente
constante; (iii) las variaciones obtenidas en la incertidumbre, estimadas segun el
modelo “bottom-up”, son debidas mayoritariamente al ajuste lineal y en menor
medida a los volimenes empleados durante el analisis.

5.1.3. APLICACION A LA DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS

En primer lugar se especificod la ecuacion que relaciona la concentracion de aceites y
grasas con las magnitudes de las que depende:

P -P-(Ps-Ps)
VM

Chec = -10° ec. 5.7

Posteriormente se identificaron las posibles fuentes de error del método analitico que
contribuyen a la incertidumbre total de la concentracidon de aceites y grasas. Dichas
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contribuciones se pueden visualizar mas facilmente en el diagrama de Ishikawa que se
muestra a continuacion:

IA&G

v

Repetibilidad

Calibracién

VM Pi—B PffB

Fig. 5.7:Contribuciones a la incertidumbre de la concentracién de A&G

Las contribuciones debidas a las medidas de masa estan reflejadas en la Fig. 3.8, que
muestra el diagrama de Ishikawa de contribuciones a la incertidumbre de la balanza.

A continuacién se estimaron los valores de las componentes identificadas, expresadas
como desviaciones estandar, mediante las expresiones recogidas en la Tabla 5.8:

Tabla 5.8: Listado de fuentes de incertidumbre en la determiacion de A&G y su cuantificacion

Fuente de simbolo e Coeficiente de Incertidumbre tipica
incertidumbre sensibilidad, 0X/0x; u(x) = uy
. Cac 2 2 2
Volumen: Vy, u(Vm) mL Vi, U(VM):x/Ucal“‘Urep +U7a
. .. IVoI
Calibracién Ucal mL 1 Ucal = e
Repetibilidad Urep mL 1 Up =S
. . ) . b W AT-2.1.107*
emperatura Ure m p=—N= o
3
1 Ibal
Masa: Py, P;, Prsg, Pig Up = Upy mg Vo Upg = e

Finalmente, se combinaron las contribuciones estimadas en el paso anterior de
acuerdo con las reglas de propagacién de errores, obteniéndose asi la siguiente
incertidumbre combinada:

62 2
U(Cpec)=,]4" Upa - 10 + Chag - U(Vu) ec. 5.8
17U Va
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La incertidumbre expandida se obtuvo multiplicando la incertidumbre combinada por
el factor de cobertura K=2.

En la Fig. 5.8 se ha representado para un analisis de cada nivel de concentracion de
aceites y grasas las dos Unicas contribuciones a la incertidumbre, en valor absoluto: la
debida al volumen de muestra tomado, V,, y la debida a las medidas de masa
realizadas durante el andlisis, upy, (se ha multiplicado por cuatro, por las cuatro
medidas que se realizan durante el andlisis: P;, P, P:g Pig). Se ha comprobado que
todas ellas siguen una tendencia de crecimiento frente al aumento de Ia
concentracién. Por otro lado, a bajas concentraciones la contribucidn que mds afecta a
la incertidumbre total es la debida a la medida de la masa y la que menos afecta es la
debida al volumen de la muestra. Esta tendencia se invierte a concentraciones altas.

ui(y, i)

30

25 4

20 -

15 - I W U

10 - 0 Uvolumen
N1 N2 N3

Z____- 1 I I

N1 N2 N3 N4 N5

N

[y

Fig. 5.8: Contribuciones a la incertidumbre en la concentracion de aceites y grasas segun el modelo
“bottom-up”

Las incertidumbres estimadas segin el modelo “bottom-up”, para cada una de las
muestras de control analizadas durante la validacién, se han recogido en la Tabla
A.11.30 del Anexo Il y se han representado graficamente en la Fig. 5.9.

IA&G
100

10

0.1 T T T
1 10 100 1000 10000

cA&G

Fig. 5.9: Relacién incertidumbre-concentracion seguin el modelo “bottom-up” para la determinacién
de ARG
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En la Tabla 5.9 se resumen los intervalos de incertidumbre en valor relativo, %lasc,
para los valores promedio de concentracién obtenidos de cada nivel.

Tabla 5.9 Intervalos de incertidumbre segun el
modelo “bottom-up” para A&G

C

(mg A/zz-L‘l) s
11.8 2.9-4.6
50.3 1.6-3.8
243 0.63-1.2
991 0.64-1.6
4854 0.60-1.3

Se puede observar que: (i) la incertidumbre, en valor absoluto, aumenta
proporcionalmente a medida que aumenta la concentracién; (ii) la incertidumbre
estimada, en valor relativo, es ligeramente mas elevada para las muestras de control
con la concentracién mds baja que para el resto de niveles de concentracion, para los
cuales se mantiene practicamente constante; (iii) el volumen de muestra tomado y la
medida de la masa de los matraces son las Unicas contribuciones a la incertidumbre
segun este modelo.

5.1.4. ANALISIS DEL MODELO “BOTTOM-UP”

La incertidumbre de medida estimada segin el modelo “bottom-up” es Unica para
cada resultado; esto supone la realizacién de los célculos descritos anteriormente para
cada andlisis realizado. La complejidad de estos calculos se incrementa con el nimero
de operaciones involucradas en el analisis.

Ademas, de las ecuaciones empleadas para estimar la incertidumbre combinada se
desprende que contribuciones como el sesgo, la reproducibilidad, el efecto matriz... no
estdn contempladas en este modelo. Algunas de estas contribuciones pueden llegar a
ser significativas; por ejemplo, el sesgo y la falta de reproducibilidad son mayores en
aquellos métodos que incluyen etapas laboriosas de preparacion de muestra, como la
determinacion de fenoles o de aceites y grasas. Estas circunstancias pueden conducir a
una subestimacion de la incertidumbre final. En el caso de considerar significativas
estas fuentes de incertidumbre se requeriria la realizacidn de experimentos adicionales
para su cuantificacién.

En la Fig. 5.10 se han representado las componentes de incertidumbre para los
métodos de aniones, fenoles y A&G como porcentajes de incertidumbre relativa. Se
puede observar que para determinaciones que necesiten calibrado instrumental, (a) y
(b), la mayor contribuciéon es la debida a la calibracién instrumental; no obstante,
cuando el método exige mayor preparacién de muestra, como en el caso de la
determinacion de fenol, (b), el valor de las otras contribuciones se incrementa. Para

233



Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

determinaciones sin calibrado instrumental como es la determinacién de A&G, (c), el
error debido a la determinacion de masa es tanto mayor cuanto menor es la cantidad
de analito en la muestra debido a que, a bajas concentraciones, la cantidad de masa
medida es proxima a la minima cantidad que puede pesar la balanza; por el contrario,
para niveles altos de concentracidn, la contribucién debida a la incertidumbre del
volumen es mayoritaria.

%%0 Nitrito (a)
75
[ | Uyt
50 [ ] Uyi
uregresic’m
25
0 T T T T
N1 N2 N3 N4 N5
%u? Fenol (b)
100 . . - t | U(Vloo )
B u(Vyus )
757 | U(Vtampom )
B u(Vseo.i)
>0 1 B u(Vsoo+r)
B u(Vianr )
25 1 L u(errri )
U(Vinicial-muestra )
0 ! ! ! ! uregresion
N1 N2 N3 N4 N5
%u? Aceites y grasas ()
100
75 4
50 - . 4'umasa
Uyolumen
25 4
0 - T T T — -
N1 N2 N3 N4 N5

Fig. 5.10: Contribuciones a la incertidumbre en valor relativo para la determinacidon de (a) aniones, (b)
fenoles y (c) A&G estimadas siguiendo el modelo “bottom-up”

Por otra parte, este modelo obliga al analista a comprender los detalles del
procedimiento de ensayo en cuestion y resulta, por tanto, una herramienta muy util
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para identificar aquellos pardmetros o etapas del método de ensayo que contribuyen
mayoritariamente a la incertidumbre total, ofreciendo asi la posibilidad de mejorarlos.
En los tres métodos propuestos se puede actuar de la siguiente manera para minimizar
las contribuciones:

A Para el caso de metodologias que incluyan calibracion instrumental, la
contribuciéon debida a la regresién se puede disminuir de varias formas: reducir la
varianza de los residuales, aumentar el nimero de puntos de la linea de calibrado
o analizar las muestras en el centro de la linea de calibrado donde el error es
menor. En el caso de la determinacién de aniones, dado que las lineas de calibrado
siguen una tendencia ligeramente curva, como se vio en el estudio de la linealidad
en el capitulo anterior, otras opciones serian acortar el rango de calibracién o bien
emplear un método de regresion no lineal.

A Para métodos de ensayo que incluyan la medida de volumenes, emplear material
volumétrico con incertidumbre menor.

A En el caso de la medida de masas, emplear balanzas cuyo rango de trabajo se
ajuste a la magnitud de la masa que se va a medir, evitando medir masas préximas
a la resolucién de la balanza.

5.2. MODELO “TOP-DOWN”

5.2.1. APLICACION A LA DETERMINACION DE ANIONES

Al igual que en modelo anterior, en este apartado solo se describen los resultados
obtenidos para el anidn nitrito. En el Anexo Il estan recogidos todos los resultados
numéricos obtenidos al aplicar el modelo “top-down” a los datos analiticos obtenidos
durante la validacion del método, por ambos analistas, para las concentraciones del
resto de los aniones en cada una de las muestras de control.

Se aplicaron, en primer lugar, pruebas de consistencia graficas (h y kK de Mandel) y
numéricas (Grubbs y Cochran) a los ocho resultados analiticos (4 dias x 2 analistas) de
las cinco muestras de control de nitrito medidas por duplicado. Los valores de alarma
para un nivel del 5% de confianza y de aviso para un nivel de confianza del 1% para los
estadisticos de ambos test quedan recogidos en la Tabla 5.10:

Tabla 5.10: Valores criticos de los estadisticos para 8 muestras y 2 réplicas

h k G (¢
Alarma (a=0.01) +2.06 2.25 2.274 0.794
Aviso (a=0.05) +1.75 1.88 2.126 0.727

En la Fig. 5.11 se han representado los valores de los estadisticos h y k de Mandel
calculados para los resultados obtenidos para cada nivel de concentracién. Los
resultados obtenidos al aplicar el test de Grubbs y Cochran estan recogidos en la Tabla
5.11.
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Se observa un numero muy escaso de medidas que no satisfacen los test de
consistencia. Los resultados de las pruebas de Grubbs y h de Mandel coinciden en que
apenas hay valores medios andmalos, con la sola excepcién de la segunda media del
nivel N; en la matriz agua, identificada con el test h de Mandel. El test de Grubbs, en
cambio, detecta esta misma media como extrafia. El test kK de Mandel, por su parte,
solo ha identificado variaciones significativas entre las réplicas en dos ocasiones, la
cuarta medida del nivel N, en la matriz agua y la cuarta medida del nivel N; en la
matriz glucosa. Estos resultados coinciden con los obtenidos por el test de Cochran
gue identifica la primera medida como extrafia y la segunda medida como andmala.

Una vez detectados los valores anémalos con los test numéricos de Cochran y Grubbs,
el proceso se deberia repetir de forma iterativa hasta que no resulten valores
andmalos; este proceso es mas rapido y facil de visualizar con las pruebas graficas hy k
de Mandel.

Los resultados de la aplicacién de los test de consistencia de valores para el resto de
aniones estan recogidos en el Anexo II: los graficos de la aplicacién de los test hy k de
Mandel en la Fig. A.1l.4 y los resultados de la aplicacion de los test de Grubbs y Cochran
en las Tablas A.ll.31 a A.Il.36.

Si se evallan los resultados de los test de Mandel de forma conjunta para los siete
aniones, solo el 1.5% de las medidas presentan resultados medios anémalos al superar
su valor h el valor critico, mientras que el 3.3% de las medidas replicadas fueron
anémalas por tener un valor k superior al critico, indicando una variabilidad
anormalmente alta. No obstante, se mantuvieron todos los valores para calcular la
incertidumbre seguin el método “top-down” a fin de evitar subestimarla.

A partir de todos los resultados experimentales, y aplicando las ecuaciones para el
calculo de la incertidumbre segun el modelo “top-down” indicadas en la Tabla 5.1, se
cuantificaron cada una de las componentes de error intermedias y la incertidumbre
total. Los resultados obtenidos para el anién nitrito estan reflejados en la Tabla 5.12.
Se tuvo en cuenta la componente del sesgo para todos los niveles de concentracidn, a
pesar de ser Unicamente significativa para el nivel Nicompuesta, Para evitar subestimar la
incertidumbre final. De acuerdo a los resultados obtenidos, el valor relativo de la
incertidumbre estimada es practicamente constante para todos los niveles.

Para el resto de aniones los resultados de incertidumbre obtenidos estan recogidos en
las Tablas A.I1.37 a A.I1.42 del Anexo Il.

En la Fig. 5.12 se ha representado la incertidumbre estimada mediante el modelo “top-
down” frente a la concentracién real, para cada uno de los aniones estudiados y en
cada matriz ensayada. Al igual que en el capitulo anterior, se han representado
graficamente en escala logaritmica para facilitar su visualizacidon. Se aprecia una
dependencia aproximadamente lineal entre la incertidumbre y la concentracién que
justifica la incertidumbre relativa constante hallada para todo el rango de
concentracion.
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Fig. 5.12: Relacién incertidumbre-concentracion segun el modelo “top-down” para cada anién

A bajos niveles de concentracidn se observa mayor variabilidad en la incertidumbre
estimada para las diferentes matrices analiticas estudiadas; la principal causa es
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probablemente la mayor contribucion debida a la imprecision que aumenta con la
complejidad de las matrices de las muestras. Este efecto es particularmente notable en
el caso de la matriz sintética ftalato y para ciertos analitos como nitrito o fluoruro.

Se han representado en la Fig. 5.13 las distintas contribuciones a la incertidumbre de
acuerdo al modelo “top-down”. En ellas se puede apreciar que la contribucién que mas
afecta a la incertidumbre total es la debida a la reproducibilidad intralaboratorio,
mientras que las debidas a la repetibilidad y al sesgo contribuyen en menor medida
pero son del mismo orden de magnitud. La falta de trazabilidad contribuye de forma
importante a concentraciones bajas pero se hace minima a altas concentraciones.
También se observa que, para la mayoria de los niveles, las contribuciones debidas a la
reproducibilidad intralaboratorio y sesgo aumentan a medida que aumenta la
complejidad de la matriz. El efecto de la matriz analitica sobre la incertidumbre no
pudo ser evaluado mediante el modelo “bottom-up”.

u N, u N,
0.12 1.0
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0.0 -
agua glucosa ftalato compuesta agua glucosa ftalato compuesta
u N u N u N
12 : 100 : 350 s
i 300
10 80
250
8 .
60 200
6 .
40 150
4 .
100
20
2 1 50
0 - 0 0
glucosa ftalato glucosa ftalato glucosa ftalato

Hs(r) Ms(L) ms(5) ™ u(p)

Fig. 5.13: Contribuciones individuales a la incertidumbre de medida de nitrito expresadas como
incertidumbres tipicas, seguin el modelo “top-down”

5.2.2. APLICACION A LA DETERMINACION DE FENOLES

Se aplicaron pruebas de consistencia, tanto graficas, h y k de Mandel, como numéricas,
Grubbs y Cochran a los dieciséis resultados analiticos (4 dias x 2 analistas x 2
destilaciones) duplicados de las muestras de control. En la Tabla 5.13 quedan
recogidos los valores para los estadisticos de aviso y de alarma:
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Tabla 5.13: Valores criticos de los estadisticos para 16 muestras y 2 réplicas

h k G C
Alarma (a=0.01) +2.33 2.42 2.852 0.553
Aviso (a=0.05) +1.86 1.93 2.585 0.452

En la Fig. 5.14 se han representado los valores de los estadisticos h y k de Mandel
calculados para los dieciséis resultados analiticos obtenidos para cada nivel de
concentracién. Los resultados obtenidos de la aplicaciéon de los test de Grubbs y
Cochran se han recogido en la Tabla 5.14.

Test de consistencia entre-medidas fenol

2 | - Il

Estadistico h de Mandel
o

N1 N2 N3 N4 N5
Medidas

Test de consistencia intra-medidas fenol

E

Estadistico k de Mandel
- N w
]
N
[ ]

.

N1 N2 N3 N4 N5
Medidas

o

Fig. 5.14. Aplicacidn de los test de consistencia h y k de Mandel a los resultados de fenoles

Tabla 5.14: Resultados de los tests de consistencia de Grubbs y Cochran aplicados a las medidas de fenoles

Test de Grubbs (entre-medidas) Test de Cochran (intra-medidas)
N G, Resultado G, Resultado Ceale Resultado
N, 1.565 1.713 0.537
N, 1.882 2.133 0.572 Anémalo (16)
N 1.308 2.183 0.800 Anémalo (16)
Ng 2.539 1.371 0.452
Ns 1.963 1.577 0.495
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Los resultados obtenidos al aplicar el test h de Mandel indican que solo hay diferencias
significativas en dos de las medias obtenidas para niveles de concentracion N3 y Ny,
respectivamente. Por el contrario, los resultados del test de Grubbs no detectan
ningun valor medio anémalo. Cuando se aplica el test k de Mandel se encuentran
diferencias significativas entre un par de réplicas en cada nivel de concentracion. El
test de Cochran coincide en los mismos valores andmalos de los niveles del N, y N,
considera los valores de los niveles N; y Ns extrafios y no encuentra diferencias
significativas en el nivel Ng.

Si se evaluan los resultados de los test de Mandel de forma conjunta para todos los
datos analiticos de fenol, solo el 2.5% de las medidas presentan resultados medios
andmalos al superar su valor h el valor critico, mientras que el 6.3% de las medidas
replicadas fueron anémalas por tener un valor k superior al critico, indicando una
variabilidad anormalmente alta. No obstante, se mantuvieron todos los valores para
calcular la incertidumbre segun el método “top-down” a fin de evitar subestimarla.

A partir de todos los resultados experimentales, y aplicando las ecuaciones para el
calculo de la incertidumbre segin el modelo “top-down” indicadas en la Tabla 5.1, se
cuantificaron cada una de las componentes de error intermedias y la incertidumbre
total. Se tuvo en cuenta la componente del sesgo para todos los niveles de
concentracién, a pesar de no ser significativa, para evitar subestimar la incertidumbre
final. Los resultados de incertidumbre calculados se muestran en la Tabla 5.15, en la
gue se puede comprobar que la incertidumbre relativa disminuye con el aumento de
concentracién. Por dltimo, en la Fig. 5.15 se ha representado graficamente, en escala
logaritmica, la incertidumbre obtenida mediante este modelo “top-down” frente a la
concentracién de fenol verdadera para cada nivel de concentracion ensayado.

Tabla 5.15: Calculos intermedios para la estimacidn de ltnoes S€gUN el modelo “top-down”

[\ N, N3 N4 Ns

vl 0.501 5.02 50.7 250 500

X 0.502 5.02 50.0 249 497
6 9.643E-04 7.685E-04 0.6733 0.5774 3.111
Seriicn 0.06525 0.4421 2.973 11.69 22.12
556 iin FALSO FALSO FALSO FALSO FALSO
Se 0.01717 0.05248 0.4555 1.194 3.900
S 0.03028 0.2179 1.451 5.786 10.71
I 0.002270 0.07197 0.3815 1.392 2.750
Ss 0.008156 0.05526 0.3717 1.462 2.765
] - 0.008234 0.06594 0.4178 1.574 3.088

lrenal 0.067 0.46 3.1 12 23

%olenc 13 9.2 6.1 49 46
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Fig. 5.15: Relacién entre la incertidumbre y la concentracidn de fenol segin el modelo “top-down”

En la Fig. 5.16 se han representado las contribuciones a la incertidumbre obtenidas
segun el modelo “top-down” pudiéndose apreciar que la contribucién que mdas afecta
a la incertidumbre total es la debida a la reproducibilidad intralaboratorio, mientras
que las debidas a la repetibilidad y sesgo contribuyen en menor medida y son
aproximadamente del mismo orden de magnitud. La falta de trazabilidad es
ligeramente inferior a estas dos ultimas.

u N u N u N
0.04 ! 0.25 2 16 3
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0.02 - 0.8 -
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0.00 - 0.00 - 0.0 -
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Fig. 5.16: Contribuciones individuales a la incertidumbre de medida de fenoles expresadas como
incertidumbres tipicas, seguin el modelo “top-down”
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5.2.3. APLICACION A LA DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS

Como en los dos métodos anteriores, se aplicaron test de consistencia graficos y
numéricos a los ocho resultados analiticos (4 dias x 2 analistas) de las muestras de
control de aceites y grasas a cinco niveles de concentracion, medidas por duplicado. En
la Tabla 5.16 quedan recogidos los valores para los estadisticos de aviso y alarma.

Tabla 5.16: Valores criticos de los estadisticos para 8 muestras y 2 réplicas

h k G ©
Alarma (a=0.01) +2.06 2.25 2.274 0.794
Aviso (0=0.05) +1.75 1.88 2.126 0.727

En la Fig. 5.17 se han representado los valores de los test h y k de Mandel calculados
para los ocho resultados obtenidos para cada nivel de concentracion. Los resultados

obtenidos de la aplicacion de los test de Grubbs y Cochran se han recogido en la Tabla
5.17.

Test de consistencia entre-medidas

Estadistico h de Mandel
o
|

2 - = .
3
N1 N2 N3 N4 N5
Medidas
Test de consistencia intra-medidas

3
o
e}
5
S 2 1
[}
T
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o
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B 1
el
©
8
(%]
w

0 :

N1 N2 N3 N4 N5

Medidas

Fig. 5.17. Aplicacion de los test de consistencia h y k de Mandel a los resultados de A&G

Los resultados obtenidos al aplicar los test de Grubbs y h de Mandel indican que
apenas hay valores andmalos; Unicamente el test h de Mandel detecta un valor
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andmalo para el nivel Ng4, valor que el test de Grubbs considera solo extrano. Ni el test
k de Mandel ni el de Cochran encuentran diferencias significativas entre las
desviaciones de los pares de valores obtenidos de cada medida.

Tabla 5.17: Resultados de los test de consistencia de Cochran y Grubbs aplicados a las medidas de A&G

) Test de Grubbs Test de Cochran
N G Resultado Gical Resultado Cealc Resultado
I\ 0.948 1.916 0.536
N, 1.527 1.386 0.300
N 1.684 1.245 0.466
Ng 0.800 2.176 0.239
Ns 1.893 1.368 0.367

Si se evaluan los resultados de los test de Mandel de forma conjunta para todas las
medidas de aceites y grasas, solo el 2.5% de las medidas presentan resultados medios
andémalos al superar su valor h el valor critico, mientras que ninguna medida replicada
fue andmala. No obstante, y a fin de evitar subestimar la incertidumbre, se
mantuvieron todos los valores para calcularla seglin el método “top-down”.

A partir de todos los resultados experimentales y aplicando las ecuaciones para el
calculo de la incertidumbre segun el modelo “top-down” indicadas en la Tabla 5.1, se
cuantificaron cada una de las componentes de error intermedias y la incertidumbre
total. Se tuvo en cuenta la componente del sesgo para todos los niveles de
concentracién, a pesar de no ser significativa en ningln caso. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 5.18 donde se observa que la incertidumbre relativa
permanece aproximadamente constante con el aumento de concentracion.

Tabla 5.18: Célculos intermedios para la estimacion de g segun el modelo “top-down”

N, N, N3 N, Ns
M 11.8 52.6 253 1014 4990
X 11.8 50.6 243 991 4850
5 0.007022 2.031 9.285 23.41 140.6
Beritico 1.305 3.551 34.08 70.51 258.0
5>6critico FALSO FALSO FALSO FALSO FALSO
, 1.314 2.609 9.001 37.61 125.4
5, 0.0000 0.0000 15.81 23.14 93.67
I 0.5776 1.969 4.595 17.18 85.91
o5 0.3286 0.6524 6.025 12.46 45.61
Unet 0.1914 1.395 41.58 229.2 3925
[J 2.1 4.4 36 77 290
%lps 17 8.3 14 7.6 5.7
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Para los niveles N; y N, se obtuvieron valores negativos para la varianza
intralaboratorio, sf, que al carecer de sentido fisico han sido sustituidos por cero.
Teniendo en cuenta que, ante la imposibilidad de dividir la muestra, se prepararon las
réplicas de las muestras de control por distintas pesadas, probablemente se habrian
evitado estimaciones negativas de varianza de haber hecho el tratamiento estadistico
con los porcentajes de recuperacién en lugar de con los resultados de concentracién.

Por ultimo, en la Fig. 5.18 se ha representado graficamente en escala logaritmica la
incertidumbre obtenida mediante el modelo “top-down” frente a la concentracién de
A&G para cada nivel de concentracidn ensayado.

IA&G

1000
L 4
100 - *
L 4
10 -
L 4
L .
10 100 1000 10000
cA&G

Fig. 5.18: Relacidén entre la incertidumbre y la concentracién de A&G segln el modelo “top-down”
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Fig. 5.19: Contribuciones individuales a la incertidumbre de medida de aceites y grasas expresadas
como incertidumbres tipicas, segin el modelo “top-down”

246



Capitulo 5: Otros modelos

En la Fig. 5.19 se han representado las contribuciones a la incertidumbre obtenidas
seglin el modelo “top-down”, como puede apreciarse la falta de veracidad vy
trazabilidad son contribuciones del mismo orden de magnitud que menos afectan a la
incertidumbre de medida. La falta de repetibilidad es la contribucién a la
incertidumbre mayoritaria en todos los niveles de concentracién, excepto en uno,
sobrepasando incluso a la falta de precisién intralaboratorio, la cual se hace
despreciable en los dos primeros niveles. Este hecho es coherente con los resultados
obtenidos aplicando el modelo del capitulo anterior donde la contribucién principal
era la debida a la repetibilidad.

5.2.4. ANALISIS DEL MODELO “TOP-DOWN”

Al igual que en el modelo de estimacién de la incertidumbre, a partir de los resultados
de la validacién se observa que se pueden relacionar matemadticamente
incertidumbre-concentracidn, siendo las funciones de tipo potencial las que mejor se
ajustan a los resultados obtenidos, coincidiendo con el Tipo Il (/:kgxk4) presentado en
el Capitulo 4.

Las ecuaciones matematicas que relacionan incertidumbre y concentracion en este
modelo se muestran en la Tabla 5.19. Se observa que, en las funciones encontradas
para el caso de la determinacién de aniones la constante k, tiende a la unidad, excepto
para el fosfato, por lo que en estos casos seria adecuado asumir una relacién
incertidumbre-concentracion de Tipo |, coincidiendo con los resultados obtenidos en el
capitulo anterior.

Tabla 5.19: Ecuaciones que relacionan la incertidumbre-concentracién de cada uno de los analitos

Fluoruro | =0.0346. (C_ J-O'%?
Cloruro I, =0.0533. (C,, f**
Nitrito o, =0.0346- (CNog )1.0529
Bromuro Iy, =0.0421. (CBr’ )0.9910
Nitrato o, =0-0377: (CNO; )1.0254
Fosfato Iy =0.1016- (Cpoif }).8915
Sulfato lgz =0.0337- (Csof )1 0309
Fenol lrenol = 01186+ (Crgng ****°
Aceites y grasas lpgg =0.2271 (CA&G)0-8470
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La Fig. 5.20 representa las contribuciones individuales a la incertidumbre de medida de
cada analito expresadas como incertidumbres relativas. Como puede verse, la
contribucidon mayoritaria en todos los casos es la debida a la falta de precision.
Ademas, el desglose de la precisidon en contribuciones intermedias indica que la que
mas contribuye en los dos primeros métodos de analisis es la debida a la
reproducibilidad intralaboratorio y en menor medida la debida la repetibilidad,
mientras que en caso de la determinacion de aceites y grasas se invierte la proporcién.
Esta tendencia en el caso de la determinacion de aceites y grasas puede ser debida a
que la exigencia del método de no subdividir las muestras condujo a la preparacion
independiente de las réplicas de las muestras de control, dificilmente igualables en
concentraciones. La contribuciéon del sesgo es pequefia pero aproximadamente
constante para los tres métodos y a todos los niveles de concentracién. La
contribucion de la trazabilidad es también minoritaria pero no es constante por dos
motivos principales: (i) a niveles de concentracion bajos la masa de reactivo necesaria
para preparar la muestra de control es muy pequefia y por tanto la contribucién
relativa del error de la balanza a la incertidumbre total es grande; (ii) cuando el
método de andlisis no es muy laborioso las contribuciones debidas a la precision y la
veracidad son menores, por lo que la contribucién relativa de la trazabilidad aumenta.

%u? Nitrito
100 -
75
50 -
25 -
T T g e s =82 s eelglzs]|zs]e
[ 9 o g [ 9 © g 9 © 9 & <] &
© S © 2 © S © 2 S © S © S ©
2 &£ £ 2 &£ £ 2 &£ 2 £ 2 £
(8] o
N1 N2 N3 N4 N5
%u? Fenol %u? Aceites y grasas

100 - 100 -
75 - 75 -
50 - 50 -
25 - 25 -
0 T T T T 0 - T T T T
N1 N2 N3 N4 N5 N1 N2 N3 N4 N5

Hs(r) Ws(L) ms(5) Wu(p)

Fig. 5.20: Contribuciones relativas a la incertidumbre para cada nivel de concentracién segin el modelo
“top-down”, para cada una de las determinaciones estudiadas
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La aplicacién de las pruebas de consistencia de valores ha detectado un porcentaje de
valores anémalos generalmente inferior al 3%, tanto los referidos a los promedios
como los referidos a las dispersiones. Puesto que el porcentaje de valores andmalos es
inferior al 5%, no deben ser excluidos de los calculos de las estimaciones pues forman
parte de la poblacion habitual de resultados si hemos asumido un nivel de significacidn
del 5%. No obstante, puede ser recomendable establecer un criterio de aceptacion de
los resultados del disefio experimental empleado en la validacién que limite el
porcentaje de valores discrepantes permitidos, por encima del cual los resultados
generados durante la validacién deberian ser reconsiderados.

Una caracteristica del modelo “top-down” es que, una vez recopilados todos los
resultados analiticos, si el nimero de estos es suficiente es posible aplicar pruebas de
consistencia para eliminar los valores discrepantes que producirian desviaciones en las
estimaciones. Por el contrario la eliminacidon de “outliers” a posteriori en el modelo
propuesto en el Capitulo 4 no es factible ya que impediria la realizacién del ANOVA de
los resultados del disefio de experimentos anidado.

5.3. COMPARACION DE LOS DISTINTOS MODELOS DE
ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE APLICADOS

Se han representado en una misma grafica y en escala logaritmica los intervalos de
incertidumbre comprendidos entre el mdximo y minimo valor de incertidumbre
obtenidos segun el modelo “bottom-up” junto con la relacidon incertidumbre-
concentracién para el modelo de estimacidn de la incertidumbre a partir de Ia
informacion obtenida de la validacién y el modelo “top-down”. Aunque el anién
fosfato y el nivel N; de aceites y grasas no han satisfecho todos los objetivos de
validacion, se han incluido en esta comparacion los valores de incertidumbre
estimados mediante los modelos “bottom-up” y “top-down” pues fueron en todos los
casos menores que el valor objetivo propuesto, %l < 25%.

Como se observa en la Fig. 5.21, el modelo de estimacidn de la incertidumbre a partir
de los resultados de la validacién y el modelo “top-down” dan lugar a relaciones
incertidumbre-concentracidn aproximadamente paralelas, aunque ligeramente inferior
para el modelo “top-down”. Esa diferencia se debe a que las contribuciones debidas al
sesgo y a la reproducibilidad son menores, siendo la diferencia mas significativa en el
caso de la veracidad. Este hecho puede observarse mas claramente en la Fig. 5.22,
donde las contribuciones a la incertidumbre de acuerdo al modelo “top-down” han
sido reordenadas de acuerdo a la ec. 5.2, para poder comparar las contribuciones
principales de cada modelo.

De la Fig. 5.22 se extrae también que, para métodos de ensayo que incluyan en su
procedimiento la realizacion de lineas de calibrado, como es el caso de la
determinacion de aniones y fenoles, la contribucién de la precisiéon estimada por el
modelo “bottom-up” da lugar a valores sensiblemente superiores para casi todos los
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niveles de concentracion. Esto es debido a la contribucién mayoritaria de la
incertidumbre debida a la regresion ya que un aumento de los residuales de la linea de
calibrado incrementa de forma notable la incertidumbre estimada.

De la misma Fig. 5.22 se deduce que, si la contribucién debida a la falta de trazabilidad
es la misma para todos los modelos en valor absoluto, esta aumentara en valor relativo
para en caso del modelo “top-down” en el cual las contribuciones debidas la falta de
precision y veracidad son menores que en el modelo basado en los resultados de la
validacién.

Para los métodos de analisis investigados y su alcance de aplicacidn, el modelo de
estimacién de la incertidumbre de medida a partir de los valores obtenidos durante la
validacion, propuesto en esta Tesis, parece ser el mas conveniente de los tres modelos
comparados. Las razones mas importantes para su eleccion son las siguientes:

A En primer lugar, porque tiene en cuenta fuentes de incertidumbre tanto
aleatorias como sistematicas, incluidas tanto de forma explicita como de forma
implicita. Esta condicién no la cumple el modelo “bottom-up”, en el que solo se
han tenido en cuenta las contribuciones aleatorias.

A En segundo lugar, se ha comprobado cuantitativamente que la incertidumbre no
se ha subestimado o sobreestimado, puesto que, al interpolar los valores de
concentracidon de analito obtenidos en las muestras de control en la ecuacién
incertidumbre-concentracion, los intervalos de incertidumbre de los resultados
incluyeron a mas del 95% de los valores reales. Esta segunda condicién no la ha
cumplido el modelo “top-down” que ha dado lugar a intervalos de incertidumbre
de medida que en un porcentaje elevado no incluian al valor real, posiblemente
debido a la menor contribucién de la veracidad en este modelo.

A Por ultimo, el modelo propuesto aprovecha los resultados obtenidos durante la
validacién para la estimacién de la incertidumbre de medida sin necesidad de la
realizacién de ensayos adicionales, simplificando el proceso de validacion con el
consiguiente ahorro de tiempo y trabajo.

I Fluoruro Iy Cloruro

100 100

10 10

1 1

0.1 0.1
0.01 0.01

1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Ce Cor

Fig. 5.21: Incertidumbre para cada analito seguin los modelos estudiados
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Fig. 5.21 (cont.): Incertidumbre para cada analito segin los modelos estudiados
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Capitulo 6: Conclusiones

Los laboratorios de andlisis deben validar los métodos de ensayo antes de ponerlos en
practica para demostrar que cumplen los requisitos particulares para su uso especifico
previsto. Para llevar a cabo esta tarea, el laboratorio debe realizar una serie de ensayos
qgue confirmen las caracteristicas técnicas del método tales como veracidad, precisién,
incertidumbre... Este requisito es obligatorio para todos los laboratorios que
pretenden acreditarse de acuerdo a la norma ISO 17025, pero cualquier laboratorio
que aplique las Buenas Practicas de Laboratorio también estd obligado a validar sus
métodos de ensayo.

En esta Tesis Doctoral se propone una metodologia para validar y estimar la
incertidumbre de los métodos de ensayo. Dicha metodologia se ha aplicado a tres
métodos para el analisis rutinario de diversos contaminantes en aguas residuales y
continentales: determinacidn de aniones disueltos mediante cromatografia idnica,
determinacion de fenoles totales mediante espectrofotometria UV-vis y determinacion
de aceites y grasas mediante extraccion en fase sélida y gravimetria.

Previamente a la validacién se comprobd, mediante su calibracion y/o verificacion, que
los equipos de medida y ensayo estaban en perfecto uso, y que cumplian los requisitos
especificos para el desarrollo de los métodos de analisis en los que estaban implicados.

Paralelamente, se realizaron los ensayos previos necesarios para establecer
determinadas condiciones experimentales tales como linealidad, requerimientos
instrumentales, tiempos maximos de conservacién de muestras y patrones...

A continuacioén, se seleccionaron los parametros técnicos de validacién a evaluar para
cada método de analisis, y se establecieron los valores objetivo de cada pardmetro de
validacion en base a la informacién bibliografica disponible (normas, manuales de
equipos, documentos cientificos...), y atendiendo a la matriz analitica vy
concentraciones habituales de los analitos de interés. La Tabla 6.1 muestra la
recopilacién de los valores objetivo fijados para cada uno de los parametros de
validacion.

Para estimar los pardmetros de validacidn indicados en la Tabla 6.1 para cada método
de ensayo se emplearon muestras de control que, en combinacidon con un disefio de
experimentos, permiten evaluar no solo la repetibilidad de las medidas, sino también
varias precisiones intermedias relacionadas con factores que previsiblemente pueden
afectar a la veracidad y reproducibilidad de los resultados, tales como el tiempo
(realizacidn de los analisis en distintos dias) o el cambio de analista. Los disefios de
experimentos adecuados para simular de forma controlada la variacion de estos
factores fueron disefios completamente anidados. Los factores ensayados para los
métodos de anadlisis de aniones y de aceites y grasas fueron: tiempo, a cuatro niveles,
analista, a dos niveles, y réplica, a dos niveles. Para la determinacidon de fenoles se
afadio un cuarto factor, la destilacion, a dos niveles.
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Los disefios de experimentos anidados se aplicaron a muestras de control con
concentraciones conocidas de analito. Para evaluar el efecto de la matriz analitica
sobre la veracidad y precision de las medidas, se prepararon dichas muestras de
control disolviendo cantidades exactamente conocidas de patrones quimicos de cada
analito en matrices sintéticas que simulan la compleja composicién de las aguas
residuales. Como la concentracion de los analitos investigados en aguas puede variar
en un amplio rango y no se puede asumir que el sesgo y la imprecisidn de las medidas
(y por ende, la incertidumbre) sean constantes en todo el rango de concentraciones,
los disefios de experimentos se aplicaron a muestras de control conteniendo el analito
a cinco niveles de concentracidn, N;, repartidos a lo largo del rango de medida. Los
niveles escogidos fueron: un nivel inferior con una concentracidn préxima al limite de
cuantificacion objetivo (LoQ), un nivel superior con una concentracién cercana al limite
superior del rango de trabajo (LS) y tres niveles intermedios. En la tabla 6.2 se
muestran los niveles de concentracién empleados para cada analito.

Tabla 6.1: Pardmetros de validacion y valores objetivo perseguidos para cada método de anilisis

Método de analisis
Pardmetros Aniones
de validacion o NO,, NO3, Fenoles Aceites y grasas
F, Cl, Br PO4"3, 5042_
Selectividad Selectivo (justificacidn bibliografica)

Rango de ensayo 2.5-15 mgL™" 5-30 mg-L™” 0.5-5 mg-L™ 10-5000 mg-L™
Linealidad/ r*>0.99 Ogb=xtsy, .
Sensibilidad %DER; < 10% Oeceatts, No Aplica

Veracidad %Er <15 %
Precision %DER <15 %
Limite de
cuantificacion 2.5mgL? 5mglL” 0.5 mg-L? 10 mgL™
LoQ

Limite superior LS 6250 mg-L" 12500 mg-L™ 500 mg-L™ 5000 mg-L"

Rango de medida 2.5-6250 mg-L™ 5-12500 mg-L™" 0.5-500 mg-L" 10-5000 mg-L"

Dilucién maxima 0.1:100 1:200 No Aplica

Incertidumbre 1<25%
*%DERf =desviacidn estandar relativa del factor de respuesta, f
Tabla 6.2: Concentracién de analito (en mg-L™) en las muestras de control
Método N, = LoQ N, N N, Ns = LS
F, Cl, Br 2.5 12 125 1250 6250
Aniones - - 3 >
NO,, NOs, PO, ", SO, 5 25 250 2500 12500
Fenoles 0.5 5 50 250 500
Aceites y grasas 10 50 250 1000 5000
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El analisis estadistico de los resultados obtenidos al aplicar el disefio de experimentos
anidado a cada muestra de control ha permitido evaluar cada uno de los pardmetros
de validacion:

A Los parametros de linealidad, pendiente/sensibilidad, ordenada en el origen y
coeficiente de correlacidn, se evaluaron a partir de las lineas de calibrado
realizadas durante los ensayos del disefio de experimentos.

A La veracidad de las medidas se estimd, para cada nivel de concentracién, a
partir de los sesgos relativos maximos, [%E,.[max, Obtenidos de los resultados
analiticos de las muestras de control analizadas durante el disefio de experimentos
anidado.

A El andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos durante los ensayos
programados del disefio de experimentos anidado nos proporcioné la precisién de
los resultados analiticos para cada analito y nivel de concentracién ensayado, N;,
expresada cOMO Sreproducibilidad- Ademas, nos ha permitido separar las contribuciones
a la varianza total de los diferentes factores ensayados, estimandolas como
precisiones intermedias.

A Se han estimado limites de cuantificacidn tedricos para la determinacién de
aniones y fenoles a partir de las lineas de calibrado y, para la determinacion de
aceites y grasas, a partir de los resultados obtenidos para la muestra de control
con el nivel de concentracién inferior. Los valores obtenidos han sido en general
inferiores a los limites de cuantificacidon propuestos como objetivo. Por ultimo, se
ha demostrado que los limites de cuantificacion propuestos cumplen las
condiciones de exactitud e incertidumbre requeridas.

A El modelo propuesto para la estimacion de la incertidumbre de medida emplea
los resultados obtenidos durante la evaluacion de la falta de veracidad y precision,
junto con el error asociado a la falta de trazabilidad durante la preparacion de las
muestras de control.

2 2 2 2
uc = LIprecisi()n + uveracidad + LItrazabilidad ec. 6.1

donde Uprecisisn S€ corresponde €con Sreproducivilidad d€l ANOVA de los resultados del
disefio de experimentos anidado; Uyerqacidad S€ €Stima a partir del valor de la falta de
veracidad transformada en incertidumbre tipica de acuerdo a una contribucion
tipo “B”; Y Utazabiidad €S la componente debida a la incertidumbre de la
concentracién de muestra de control estimada segun el modelo de propagacion
del error (modelo “bottom-up”).

Los valores obtenidos para cada uno de los pardmetros de validacion de los métodos
de ensayo validados se muestran en las Tablas 6.3 (aniones) y 6.4 (fenoles y aceites y
grasas). Los valores estimados se han comparado con los valores propuestos en la
Tabla 6.1 para comprobar si se han alcanzado los objetivos de validacion.
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Capitulo 6: Conclusiones

A Determinacion de aniones mediante cromatografia idnica (Tabla 6.3). Todos los
aniones estudiados han cumplido los objetivos de validacidén propuestos, excepto
el ion fosfato, que no ha alcanzado los objetivos establecidos para el factor de
respuesta, la ordenada en el origen de las lineas de calibrado, y la veracidad e
incertidumbre a bajos niveles de concentracién (valores resaltados en la tabla). En
consecuencia, se ha decidido excluir la determinacion de fosfato del alcance de
este método. No obstante, la determinacion de fosfato es factible en matrices
menos complejas que el agua residual (aguas continentales, aguas potables) y/o
con niveles de concentracion superiores al limite de cuantificacion.

A Determinacion de fenoles totales por espectrofotometria UV-vis (Tabla 6.4). Se
cumplieron los objetivos propuestos para todos los pardmetros de validacion
estudiados.

A Determinacion de aceites y grasas mediante extraccion en fase sélida y
gravimetria (Tabla 6.4). Unicamente el nivel de concentracién Ny, coincidente con
el limite de cuantificacidn inicialmente propuesto, no ha cumplido los objetivos de
los pardmetros de validacién veracidad e incertidumbre. Por tanto, se ha excluido
este primer nivel del alcance del método dandose el método por validado en el
rango de concentraciones de N, = 50.6 mg A&G-L! a Ns = LS, reduciéndose la
incertidumbre mdxima en el nuevo rango de medida al 20% vy, por tanto, dentro de
los objetivos propuestos.

Tabla 6.4: Resultados obtenidos para los pardmetros de validacion de los métodos de analisis de
fenoles y aceites y grasas

Parametros .
Fenoles Aceites y grasas

de validacion

Selectividad Selectivo (justificacion bibliografica)
Rango de ensayo 0.5-5 mg-L'1 10-5000 mg-L'1
0.25-5 mg-L"
Linealidad/ -0.0086 < a<0.0141 .
- 0.1316 < b <0.1391 No aplica
Sensibilidad 5
r°>0.99
%DER; > 4.6
Veracidada |%Er|MAX= 11% |%Er|MAX= 24%
Precision’ %DER =7.1 %DER = 13%

Limite de cuantificacion

Lerstimado =0.42

Lerstimado =6.5

LoQ” LO0Qensayado = 0.50 LOQensayado =11.75
Limite superior LS 502 mg-L" 5080 mg-L"
Rango de medida 0.5-500 mg~L_1 10-5000 mg~L’1
Dilucién maxima 1:200 No Aplica
Incertidumbre” I'=19% I=39%

a,b, c

Igual que en Tabla 6.3

Finalmente, se han establecido funciones matematicas que relacionan los pares de

valores incertidumbre de medida-concentracion de analito en las muestras.

El
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conocimiento de estas relaciones permitird posteriormente estimar, mediante
interpolacién, la incertidumbre asociada a la concentraciéon de una determinada
muestra medida en el laboratorio. Las ecuaciones matematicas obtenidas para
predecir la incertidumbre a partir de la concentraciéon de analito en las muestras han
sido de tipo I=k3 x4 para todos los analitos investigados.

Tabla 6.5: Ecuaciones que relacionan la incertidumbre-concentracidon de cada uno de los analitos

Fluoruro I =0.0680 (C. )**%%°
Cloruro I =0.0940- (Ccr )0-9786
Nitrito |No,2 =0.0608- (CN0; )1-0459
Bromuro g, =0.0807- (CBr’ )0-9573
Nitrato |No,3 =0.0729- (CNo; )0 9963
Fosfato lpor = 0.3014- (CPof )0.8132
Sulfato lsof,' =0.0658- (Csof )1 0071
Fenol lrenol = 0.1820- (Crono )72
Aceites y grasas [pec =0.2366- (CA&G )0'9166

Se ha comprobado que el valor experimental k; obtenido para todos los aniones,
excepto el fosfato, no difiere significativamente de 1, lo que parece indicar que, a
medida que se realicen revalidaciones del método analitico con nuevos niveles de
concentracién, esta relacion puede llegar a simplificarse y convertirse en I=k,x,
indicando una proporcionalidad constante entre la incertidumbre y la concentracién.

El modelo propuesto para la estimacién de la incertidumbre a partir de los resultados
de validacion ha tenido en cuenta tres contribuciones: falta de veracidad, falta de
precision y falta de trazabilidad de las muestras de control ensayadas, siendo las dos
primeras las de mayor valor. A su vez, la precision obtenida del ANOVA de los
resultados de los ensayos programados para los disefios de experimentos anidados de
tres y cuatro factores nos ha proporcionado informacion de las precisiones
intermedias debidas a los factores ensayados. Se puede concluir que, para la
determinacion de aniones y fenoles, el factor tiempo y réplica han contribuido
minimamente a la variabilidad de los resultados, siendo el factor analista el que mds
contribuye a la incertidumbre de medida de aniones, y los factores analista y
destilacion los mas significativos en el caso de fenoles. Por ultimo, para la
determinacion de aceites y grasas, el factor réplica es el que mas contribuye a la
varianza total, mientras que los factores tiempo y analista lo hacen de forma irregular,
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llegando a ser despreciables para ciertos niveles de concentracion. Una vez
identificadas las fuentes de incertidumbre mayoritarias en cada método de ensayo se
puede plantear actuar sobre ellas para minimizar su contribucion a la incertidumbre.

Los valores de incertidumbre de medida obtenidos mediante el procedimiento
propuesto en este trabajo, a partir de los resultados de los experimentos de validacion,
se han comparado con la incertidumbre obtenida aplicando otros modelos alternativos
de estimacion de la incertidumbre: propagacién de errores o modelo “bottom-up” y
modelo “top-down”, que emplea la informacidon derivada de la participacidon en
ejercicios interlaboratorio, extrapolado en este trabajo a ensayos intralaboratorio.
Para poder comparar los resultados de los tres modelos, se han empleado los mismos
datos experimentales, esto es, los obtenidos al aplicar los disefios de experimentos a
las muestras de control.

A El modelo “top-down”, al igual que el modelo propuesto, ha generado tantos
pares de valores incertidumbre-concentracion como niveles ensayados, que se
pueden relacionar matemdticamente mediante ecuaciones igualmente de tipo
I=k3-xk4, donde k3 resultd ser ligeramente inferior al obtenido con el modelo
propuesto. Por tanto, las incertidumbres estimadas son ligeramente menores,
debido principalmente a que el modelo “top-down” subestima la contribucién a la
incertidumbre debida al sesgo.

A El modelo “bottom-up”, en cambio, ha proporcionado tantos valores de
incertidumbre como medidas se han realizado. Para la determinacién de aniones,
los intervalos de incertidumbre para los cuatro niveles de concentracidon mas altos
se solapan con las incertidumbres estimadas mediante el modelo propuesto y el
modelo “top-down”, mientras que para el nivel mas bajo de concentracién el
modelo “bottom-up” sobreestima la incertidumbre. Para la determinacién de
fenoles los intervalos de incertidumbre estimados son ligeramente menores que
los obtenidos con los dos modelos anteriores para todos los niveles de
concentracién, acentuandose la diferencia para la determinacién de aceites y
grasas. Mientras que el modelo basado en la informacién obtenida durante la
validacion y el modelo “top-down” tienen en cuenta errores aleatorios y
sistematicos, la estimacién de la incertidumbre segin el modelo “bottom-up” solo
ha tenido en cuenta componentes aleatorias. Por este motivo, los resultados
obtenidos por el modelo “bottom-up” en determinaciones mas laboriosas como
fenoles y aceites y grasas han sido menores, mientras que los resultados obtenidos
para la determinacion de aniones, menos laboriosa, se asemejan mas a los
obtenidos por los otros dos modelos.

De los tres modelos estudiados, el modelo de estimacién de la incertidumbre de
medida propuesto en esta Tesis, a partir de los valores obtenidos durante la validacién,
es el que mejores resultados ha proporcionado para los métodos de andlisis
estudiados y su alcance de aplicacion. Las razones son las siguientes: (i) porque tiene
en cuenta fuentes de incertidumbre tanto aleatorias como sistemadticas, incluidas de
forma tanto explicita como implicita; (ii) porque se ha comprobado que los intervalos
de incertidumbre, estimados al interpolar en la ecuacidn incertidumbre-concentracion
la concentracién de analito medida en las muestras de control, incluyen al valor real;
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(iii) porque aprovecha los resultados obtenidos durante la validacion para la
estimacion de la incertidumbre de medida sin necesidad de realizar calculos
complicados o ensayos adicionales, simplificando el proceso de validacion.

A partir de la informacién obtenida durante la validaciéon de los tres métodos de
ensayo, se han establecido los valores de las lineas de los graficos de control a emplear
para la verificacion periddica de la calidad de los resultados analiticos. También se han
elaborado los procedimientos normalizados de ensayo, PNT's, para ser aplicados por el
personal de laboratorio siempre de la misma forma e inequivocamente.
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Anexos

A.l.1. BALANZA

Calibracion
|Equip0 Balanza |Mode|o |Reso|ucién 0.0001 g |
[Linealidad  0.0002 g]sen 2.5 ppm [Tol 0.0025 g]
|Fecha |Ta |%Hr |
Masas patron Mpat
Mnominal 0.01 0.1 1 10 100
Mreal 0.009998 | 0.099977 1.00000 10.00007 | 99.99992
Tolerancia | 0.000025 0.00005 0.0001 0.0002 0.0005
Ipat 0.00002 0.000016 0.00003 0.00006 0.00016
COlpat -0.000002 | -0.000023 0 0.000070 | -0.000080
Lecturas
1 0.0099 0.0999 1.0000 10.0001 99.9999
2 0.0100 0.0999 1.0000 10.0001 100.0003
3 0.0099 0.0999 0.9999 10.0001 100.0003
4 0.0099 0.1000 1.0000 10.0001 100.0001
5 0.0100 0.1000 1.0000 10.0001 99.9999
1 0.0099 0.0999 1.0000 10.0001 100.0001
2 0.0100 0.1000 1.0000 10.0001 99.9999
3 0.0099 0.0999 0.9999 10.0000 99.9999
4 0.0100 0.1000 1.0000 10.0002 100.0003
5 0.0100 0.1000 1.0000 10.0001 100.0003
Cargas plato]  Miicia M M+M* Minal Minicial-Minal
Medidas 10.0001 50.0003 60.0006 10.0001 0.00000
Mara 50.000277
Meal 0.009998 | 0.099977 1.00000 10.00007 | 99.99992
Meida -49.9903 -49.9003 -49.0002 -40.0002 49.9996
COl'tarado -0.00002 0.00000 0.00008 0.00001 0.00004
Calculos
Mmedia 0.0100 0.1000 1.0000 10.0001 100.0001
N 10 10 10 10 10
S 5.27E-05 5.27E-05 4.22E-05 4.71E-05 1.89E-04
Urep 1.67E-05 1.67E-05 1.33E-05 1.49E-05 5.96E-05
Ures 2.89E-05 2.89E-05 2.89E-05 2.89E-05 2.89E-05
Uinea 1.15E-04 | 1.15E-04 | 1.15E-04 | 1.15E-04 | 1.15E-04
Uger sen 1.15E-09 1.15E-08 1.15E-07 1.15E-06 1.15E-05
Uempuje 3.61E-04 7.22E-05 1.44E-05 2.89E-06 7.22E-07
Uniseress | 0-00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.00E+00
Uexcentri 5.77E-05 5.77E-05 | 0.00E+00 | 5.77E-05 1.73E-04
Usarado 1.21E-05 | 0.00E+00 | 4.45E-05 | 4.04E-06 | 2.48E-05
Ucal-pat 1.00E-05 8.00E-06 1.50E-05 3.00E-05 8.00E-05
Ucor-pat -1.15E-06 | 1.33E-05 | 0.00E+00 | 4.04E-05 | 4.62E-05
Uger-pat
Uger-equi 8.50E-07 2.03E-06 1.31E-05 2.39E-05 7.80E-05
Upal 0.00039 0.00015 0.00013 0.00014 0.00025
cor 0.00005 0.00003 0.00002 -0.00003 0.00018
lbal 0.00077 0.00030 0.00026 0.00029 0.00050
Resultados validacion de la calibracion
Tol
Verac
Rep
Estado del equipo APTO

Tabla A.l.1: Tabla de toma de datos empleada en la calibracién de las balanzas
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Verificacidn
Datos de las masas patrén
Myominal 0.02 0.1 1 10 100
corr -0.000167 -0.000067 0.000181 0.000106 0.000865
Mreal 0.019833 0.099933 1.000181 10.000106 100.000865
lpat 0.0001 0.00017 0.00033 0.00067 0.0017
Datos de la balanza
Ipal 0.000800 0.000800 0.000800 0.000800 0.000800
Tol 0.0025 0.0025 0.0025 0.0025 0.0025
|Vreal - Vleidol + lpa < Tol i
Vieal Vieido lhal Fecha Observaciones
Si NO

] L

U ]

U U

L U

] L

U ]

U U

L U

] U

U ]

U ]

Tabla A.l.2: Tabla de toma de datos empleada en la verificacién de la balanza
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A.l.2. MATERIAL VOLUMETRICO

Calibracion
A Material volumétrico aforado

Equipo
Material matraz 25 | Vy (mL) 25 | Resol (mL) - | tol (mL) 0.04
Datos de partida
Fecha Con. ambien. Tw (°C) Ta (°C) Humedad Presion
08/04/2008 Valor minimo 18 19 45 918
Lugar Valor méaximo 18.3 19.5 48 923
ua promedio [ 18 i 19 f 47 920
Operador N\ ote dw (g/mL) da(g/mL) Balanza Ibal
5 0.998564 0.001092 16 0.00033
Tol (mL) 0.125 Veracyomina (ML) 0.04 Re P nominal (ML) 0.02
Lecturas
Réplica ¢] g 9 g g
1 24.953 24.9657 24.9404 24.9238 24.9525
2 24.9476 24.9502 24,9589 24.9413 24.9532
3 24.9473 24.9553 24,9884 24.9425 24.9516
4 24.9400 24.9702 24,9904 24.9594 24.9464
5 24.9255 24.9472 24,9827 24.9404 24.9547
6 24.9540 24.9857 24.9948 24.9384 24.9466
7 24.9790 24.9766 24.9758 24.9301 24.9499
8 24.9267 24.9779 24.9854 24.9242 24.9353
9 24.9394 24.9862 24.9839 24.9243 24.9568
10 24.9201 24.9483 24,9841 24.9293 24.9316
Calculos
m (g) 24.9433 24.9663 24.9785 24.9354 24.9479
z 1.002412 1.002412 1.002412 1.002412 1.002412
N 10 10 10 10 10
S 0.0172 0.0153 0.0166 0.0113 0.0083
V00 25.0034 25.0265 25.0387 24.9955 25.0080
uZpa 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08
uzreD 2.97E-05 2.33E-05 2.75E-05 1.27E-05 6.90E-06
u2m 2.97E-05 2.33E-05 2.75E-05 1.27E-05 6.92E-06
u2Z 1.48E-09 1.48E-09 1.48E-09 1.48E-09 1.48E-09
U“y200¢ 3.08E-05 2.44E-05 2.86E-05 1.37E-05 7.88E-06
UZase 1.33E-04 1.33E-04 1.33E-04 1.33E-04 1.33E-04
Uequi 0.013 0.013 0.013 0.012 0.012
cor -0.003 -0.027 -0.039 0.004 -0.008
lequi 0.026 0.025 0.025 0.024 0.024
Resultados calibracion
Tol APTO APTO APTO APTO APTO
Verac APTO APTO APTO APTO APTO
APTO APTO APTO APTO APTO
Rep
ESTADO DEL EQUIPO APTO

Tabla A.l.3: Tabla de toma de datos empleada en la calibracién del material volumétrico aforado
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A Material volumétrico graduado

Equipo
cod.: pipeta5 | Vy(mL) 5 | Resol(mL) 005 | tol(mu) 0.03
Datos de partida
Fecha Con. ambien. Tw (°C) Ta (°C) Humedad Presion
08/04/2008 Valor minimo 16.5 17.5 52 936
Lugar Valor méximo 16 17 47 935
uva Promedio | 16 i 17 i 50 i 936
Operador Niote dw (g/mL) da(g/mL) Balanza Ibal
5 0.998899 0.001118 13 0.00033
Vnominal 5 4 3 2 1
Veracomna 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
ReP nominal 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
Tol 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Lecturas
Réplica g g g g g
1 5.0059 4.0103 3.0254 2.0053 1.0102
2 5.0017 4.0043 3.0068 2.0136 1.0106
3 4.9914 3.9977 3.0147 1.9933 0.999
4 4.9938 4.0116 2.999 2.0043 1.004
5 4.9944 4.0201 3.0103 2.0039 1.0271
6 5.0019 4.0074 3.009 2.0166 1.0176
7 4.9879 4.013 3.0176 2.0178 1.0116
8 4.9967 3.9955 2.9984 2.0194 1.0116
9 4.9999 4.0199 3.0134 2.0144 1.0156
10 4.990 4.0002 3.0103 2.0189 1.0152
Célculos
m (g) 4.9963 4.0080 3.0105 2.0108 1.0123
z 1.002118 1.002118 1.002118 1.002118 1.002118
N 10 10 10 10 10
S 0.0059 0.0086 0.0081 0.0086 0.0076
Vogoc 5.0069 4.0165 3.0169 2.0150 1.0144
Wa 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08
U2reD 3.50E-06 7.43E-06 6.59E-06 7.44E-06 5.78E-06
(U3 3.53E-06 7.46E-06 6.62E-06 7.46E-06 5.81E-06
UzZ 2.77E-09 2.77E-09 2.77E-09 2.77E-09 2.77E-09
Wyaoee 3.61E-06 7.53E-06 6.67E-06 7.51E-06 5.84E-06
Poince 7.50E-05 7.50E-05 7.50E-05 7.50E-05 7.50E-05
Ucal 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009
cor -0.007 -0.016 -0.017 -0.015 -0.014
lea 0.018 0.018 0.018 0.018 0.018
Resultados calibracion
Tol APTO APTO APTO APTO APTO
Verac APTO APTO APTO APTO APTO
Rep APTO APTO APTO APTO APTO
ESTADO DEL EQUIPO APTO

Tabla A.l.4: Tabla de toma de datos empleada en la estimacion de la incertidumbre del material
volumétrico aforado
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Anexos

A Material volumétrico accionado mediante piston

Equipo
Cod.: micro 1 | Vy (ML) 1 | Resol (mL) 0.001 | tol (mL)
Datos de partida
Fecha Con. ambien. Tw (°C) Ta (°C) Humedad Presion
08/04/2008 Valor minimo 14 15 50 933
Lugar Valor méaximo 14.5 15.5 50 936
wa Promedio | 14 i 15 r 50 [ 935
Operador Nioe dw (g/mL) da(g/mL) Balanza Ibal
5 0.999206 0.001125 13.5 0.00033
Voominal 1 0.75 0.5 0.25 0.1
Veracominal 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008
Re P nominal 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Tol 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Lecturas
Réplica ¢} g g 9 g
1 0.9958 0.7459 0.4977 0.2499 0.1009
2 0.9949 0.7448 0.4986 0.25 0.1008
3 0.9936 0.7438 0.4957 0.2482 0.1007
4 0.9929 0.7469 0.4906 0.249 0.0993
5 0.9945 0.7429 0.4966 0.2507 0.1003
6 0.9948 0.7459 0.4996 0.25 0.1009
7 0.9928 0.7462 0.4978 0.2513 0.1004
8 0.9972 0.7468 0.4991 0.2494 0.1008
9 0.9943 0.7448 0.4969 0.2504 0.1007
10 0.9929 0.7445 0.4974 0.249 0.101
Calculos
m (9) 0.9944 0.7453 0.4970 0.2498 0.1006
z 1.004319 1.004319 1.004319 1.004319 1.004319
N 10 10 10 10 10
S 0.0014 0.0013 0.0025 0.0009 0.0005
Vogec 0.9987 0.7485 0.4991 0.2509 0.1010
Woa 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08 2.72E-08
rep 1.99E-07 1.72E-07 6.43E-07 8.34E-08 2.51E-08
(U3 2.26E-07 1.99E-07 6.70E-07 1.11E-07 5.23E-08
W, 2.96E-08 2.96E-08 2.96E-08 2.96E-08 2.96E-08
(U 2.58E-07 2.17E-07 6.83E-07 1.13E-07 5.30E-08
Wotase 8.33E-08 8.33E-08 8.33E-08 8.33E-08 8.33E-08
Uequi 0.0006 0.0005 0.0009 0.0004 0.0004
cor 0.0013 0.0015 0.0009 -0.0009 -0.0010
lequi 0.0012 0.0011 0.0018 0.0009 0.0007
Resultados calibracion
Tol APTO APTO APTO APTO APTO
Verac APTO APTO APTO APTO APTO
Rep APTO APTO APTO APTO APTO
ESTADO DEL EQUIPO APTO

Tabla A.I1.5: Tabla de toma de datos empleada en la calibracién del material volumétrico accionado
mediante piston
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Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Verificacion

Datos de partida
Codigo Con. ambien. Tw (°C) Ta (°C) Humedad Presion
microl Valor minimo 20 21 48 937
vn Valor maximo 20.5 215 50 940
1 Promedio 20 " 21 i 49 939
Fecha Lugar dw (g/mL) da(g/mL) Balanza Ibal
18/02/2008 uva 0.998149 0.001106 15 0.00033
V nominal 0.1 0.075 0.05 0.025 0.01
Veracominal 0.0008 0.0008 0.0008 0.0008 0.0008
Re P nominal 0.0003 0.0003 0.0003 0.0003 0.0003
Lecturas
Réplica g g g g 9
1 0.0998 0.0755 0.0497 0.0249 0.0102
2 0.0995 0.0757 0.0491 0.0247 0.0101
3 0.0995 0.0753 0.0492 0.0249 0.0098
4 0.0995 0.0752 0.0495 0.0251 0.0098
5 0.0999 0.0759 0.0495 0.0253 0.0102
Calculos
m (g) 0.0996 0.0755 0.0494 0.0250 0.0100
A 1.002713 1.002713 1.002713 1.002713 1.002713
S 0.0002 0.0003 0.0002 0.0002 0.0002
V00 0.0999 0.0757 0.0495 0.0250 0.0100
cor 0.0001 -0.0007 0.0005 0.0000 0.0000
Resultados calibracion
Verac APTO APTO APTO APTO APTO
Rep APTO APTO APTO APTO APTO

Tabla A.I.6: Tabla de toma de datos empleada en la verificacion del material volumétrico accionado

ESTADO DEL EQUIPO

APTO

med

iante pistén
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Anexos

A.1.3. ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS

Calibracion

| Equipo Espectrofotometro UV-vis

[ Modelo uv-1603 |

| Fecha 6-6-02 | T2 | YoHr |Operador
| Tol 15 }\/eracnomina 05 | ReProminal 0.1 | Veracnomina 05 ReProminal 0.1
Filtro de holmio Filtro de didimio
Mreal 279.35 360.9 453.55 536.4 637.7 328.15 472.1 525.5 681.2 875.2
lpat 0.25 0.25 0.25 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Lecturas
1 279.10 361.40 453.10 536.60 637.50 328.10 471.90 525.20 680.70 875.10
2 279.00 361.30 453.10 536.60 637.50 328.20 471.90 525.20 680.70 875.10
3 279.00 361.30 453.10 536.60 637.50 328.20 471.90 525.20 680.70 875.10
4 279.10 361.30 453.10 536.60 637.50 328.20 472.00 525.30 680.70 875.10
5 279.00 361.40 453.10 536.60 637.50 328.10 472.00 525.30 680.70 875.10
Calculos
Amedia 279.04 361.34 453.1 536.6 637.5 328.16 471.94 525.24 680.7 875.1
S 0.0548 0.0548 0.0000 0.0000 0.0000 0.0548 0.0548 0.0548 0.0000 0.0000
Urep 0.0245 0.0245 0.0000 0.0000 0.0000 0.0245 0.0245 0.0245 0.0000 0.0000
Uy es 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Ucalpat 0.1250 0.1250 0.1250 0.1250 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500 0.2500
Ucorgerpar | 0.0693 0.0693 0.1674 0.1039 0.1212 0.0981 0.0693 0.0462 0.1270 0.3175
U der-equ 0.0014 0.0014 0.0036 0.0014 0.0018 0.0002 0.0007 0.0007 0.0005 0.0005
cor 0.31 -0.44 0.45 -0.20 0.20 -0.01 0.16 0.26 0.50 0.10
lyvvisa 0.29 0.29 0.42 0.33 0.56 0.54 0.52 0.51 0.56 0.81
Validacion de la calibracion
Tol
Verac
Rep

Tabla A.1.7: Tabla de toma de datos empleada en la calibracién de la longitud de onda de un
espectrofotémetro UV-vis
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Anexos

Verificacion

|Equip0 Espectrofotometro UV-vis |M0de|0 UV-1603 |
|Fecha |Ta |%Hr |Operador
[Tol 1.5  MeraCoomma 05 | RePuomina 01 | Veracumna 0.5 | R€Prominal 0.1
Filtro de holmio Filtro de didimio
V eal 279.35 360.9 453.55 536.4 637.7 328.15 472.1 525.5 681.2 875.2
lpat 0.25 0.25 0.25 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Lecturas
1 279.1 361.4 453.1 536.6 637.5 328.1 471.9 525.2 680.7 875.1
2 279.1 361.3 453.1 536.6 637.5 328.2 471.9 525.2 680.7 875.1
3 279.0 361.3 453.1 536.6 637.5 328.2 471.9 525.2 680.7 875.1
4 279.1 361.4 453.1 536.5 637.5 328.2 472.0 525.3 680.8 875.1
5 279.1 361.4 453.1 536.5 637.5 328.1 472.0 525.3 680.7 875.1
Calculos
Imedia 279.08 361.36 453.10 536.56 637.50 328.16 471.94 525.24 680.72 875.10
s 0.045 0.055 0.000 0.055 0.000 0.055 0.055 0.055 0.045 0.000
COTy orif 0.270 -0.460 0.450 -0.160 0.200 -0.010 0.160 0.260 0.480 0.100
lyvvisa 0.290 0.290 0.418 0.325 0.556 0.539 0.521 0.511 0.561 0.808
Validacion de la verificacion
Tol
Verac
Rep
ESTADO DEL EQUIPO

Tabla A.1.9: Tabla de toma de datos empleada en la verificacion de la longitud de onda de un
espectrofotdmetro UV-vis
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Anexos

A.l.4. CROMATOGRAFO IONICO

Verificacidn
|Equipo Cromatografo ionico | |Mode|o IC-Basic |
|Fecha |Ta |%Hr |Operador
|%Ernomina +1 | [UDERNomina 01 |
Verificacion de las bombas
Lecturas
T2 p Fnominal Pn th Pn+1 thet F thao Ph+2
°C | gmL? [mL-minY mg seg mg seg |mL-min? seg mg
18 0.99859 05 68.4 0 70.9 301 0.4982 408 73.4
80.9 2062 83.3 2363 0.4987 2481 85.8
29 0.99777 1.0 68.4 0 734 300 1.0019 405 78.4
93.4 2060 98.5 2364 1.0021 2445 103.5
29 0.997768 15 68.4 0 75.9 300 1.5003 405 83.4
105.9 2061 113.5 2366 1.5006 2461 120.8
Lecturas
th+3 F th+a F>n+3 th+s F th+6 F)n+4 ths7 F
seg |mL-min?t| seg mg seg |mL-min?| seg mg seg |mL-min?
709 0.4980 816 75.9 1117 0.4990 1218 78.4 1519 0.4989
2781 0.4988 2928 88.3 3228 0.4982 3328 90.8 3628 0.4981
705 1.0018 818 83.4 1119 1.0020 1242 88.4 1542 1.0020
2746 1.0015 2867 108.5 3168 1.0021 3277 113.5 3578 1.0009
705 1.5011 811 91.1 1118 1.5010 1233 98.3 1525 1.5003
2752 1.5017 2902 128.2 3199 1.5003 3290 134.1 3525 1.5011
Lecturas Validacion equipo
t P t F F
n+8 n+s n+9 - " | wEr | wDER Verac Rep
seg mg seg [mL-min~[{mL-min
1629 | 809 | 1930 | 04979 | 44985 | -030 | 0093 | APTO APTO
3689 93.3 3989 0.4991
1652 | 934 1953 | 10013 | o917 | 017 | 0.042 APTO APTO
3639 118.5 3939 1.0012
1642 1058 1943 15005 1.5006 0.04 0.035 APTO APTO
3626 142.9 3980 1.5016
Verificacion del detector
Tareal ANominal Area\l %Er Verac
°C uS-cm | uS-cm
15.3 11.92 12.03 -0.92 APTO
19.6 74.43 73.69 0.99 APTO
23.4 145 146.25 -0.86 APTO

Tabla A.1.11: Tabla de toma de datos empleada en la verificacién de un cromatégrafo idnico
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Anexos

A.ll.1. EQUIPOS
Material volumétrico

A Material volumétrico accionado mediante piston

u;(y,x;) Micropipeta 100uL uly,x) Micropipeta 200pL
100 100 -
75 - 75
50 50 |
25 7 25 m
0 0
0.1 0.075 0.05 0.025 0.01 0.2 0.15 0.1 0.05 0.02
Volumen Volumen
ui(y,x;) Micropipeta 1000uL u;(y,x;) Micropipeta 5000uL
100 - 100 +
75 75
50 50
25 25
0 - . . . . 0 - T T
1 0.75 0.5 0.25 0.1 5 4 3 2 0.5
Volumen (mL) Volumen (mL)

| Uclase . uz . urepeti Umasa

Fig. A.Il.1: Contribuciones porcentuales a la incertidumbre para las micropipetas segin su volumen

nominal

u;ly,x) ui(y,x
100 '(1‘6'0')—
75 _I 75 |
50 50 -
25 25

0 0

0.01 0.02 0.1 0.5 0.1 0.2 1 5
Volumen limite inferior (mL) Volumen nominal (mL)

. Uclase - uz . urepeti Umasa

Fig. A.1l.2: Comparacién de las contribuciones porcentuales a la incertidumbre para las micropipetas
en el volumen limite inferior y en el volimen nominal

A.ll.2. ANIONES

Resultados analiticos
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Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Tabla A.Il.1: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de fluoruros

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.669 2.754 2.860 2.749 2.896 2.757 2.798 2.703
Réplica2 2.681 2.782 2.850 2.749 2.880 2.743 2.919 2.744
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 13.426 13.203 13.198 12.822 13.384 12.932 13.400 12.920
Réplica2 13.486 13.222 13.484 13.150 13.376 12.940 13.460 12.962
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 131.72 129.43 131.48 128.19 129.82 127.90 125.98 126.95
Réplica2 131.45 129.81 132.35 127.90 127.37 125.72 126.58 125.70
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 1281.6 1248.5 1270.6 1243.1 1262.8 1207.5 12335 1197.0
Réplica2 1266.5 1249.4 1262.9 1248.4 1258.3 1224.8 1266.0 1207.8
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 6409 6188 6302 6102 6242 6035 6329 6320
Réplica2 6352 6329 6251 6134 6325 5926 6288 6347
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.619 2.434 2.547 2.563 2.543 2.510 2.530 2.535
Réplica2 2.569 2.492 2.549 2.452 2.521 2.517 2.530 2.523
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 13.991 13.388 13.306 13.270 13.759 13.404 13.352 13.370
Réplica2 14.023 13.310 13.344 13.858 13.785 13.448 13.412 13.362
N; Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 125.71 123.34 124.01 123.39 122.35 122.58 120.83 122.60
Réplica2 126.20 124.45 124.33 123.53 121.80 122.10 122.13 125.83
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 1281.5 1239.3 1244.0 1247.1 1235.8 1205.3 1196.3 1222.0
Réplica2 1258.5 1233.1 1240.6 1222.9 1244.7 1218.2 1189.0 1224.0
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 6206 6469 6327 6289 6278 6088 6341 6413
Réplica2 6065 5898 6383 6325 6350 6178 6360 6462
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.619 2.592 2.550 2.544 2.544 2.519 2.548 2.506
Réplica2 2.611 2.540 2.567 2.545 2.523 2.533 2.526 2.526
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 13.974 13.388 13.312 13.436 13.729 13.446 13.304 13.348
Réplica2 14.021 13.398 13.404 13.104 13.801 13.430 13.404 13.378
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 2.525 2.456 2.499 2.477 2.480 2.450 2.452 2.462
Réplica2 2.497 2.408 2.483 2.476 2.480 2.452 2.455 2.464
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 13.661 13.176 12.992 12.910 13.369 13.021 12.979 13.086
Réplica2 13.653 13.176 13.122 12.910 13.405 13.017 12.992 12.997
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Tabla A.Il.2: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de cloruros

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 |[ Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.737 2.649 2.670 2.675 2.833 2.712 2.700 2.697
Réplica2 2.746 2.652 2.660 2.668 2.840 2.725 2.728 2.672
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 13.47 13.20 13.08 12.77 13.49 12.79 13.05 12.50
Réplica2 13.64 13.23 13.09 12.87 13.50 12.84 13.16 12.51
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 126.32 124.76 124.11 120.75 121.60 118.38 119.40 118.83
Réplica2 127.00 125.53 125.20 120.58 119.53 116.13 121.35 118.18
Ny Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 1275.3 1249.3 1239.6 1221.4 1238.2 1170.8 1213.8 1185.0
Réplica2 1264.8 1229.2 1240.8 1229.4 1237.7 1183.2 1244.5 1193.8
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 6345 6128 6188 5977 6173 5868 6254 6247
Réplica2 6340 6255 6133 6014 6194 5756 6242 6236
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.770 2.682 2.666 2.683 2.707 2.654 2.634 2.662
Réplica2 2.713 2.674 2.672 2.542 2.696 2.669 2.644 2.653
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 14.17 13.46 13.31 13.31 13.86 13.57 13.60 13.40
Réplica2 14.18 13.45 13.29 13.24 13.88 13.64 13.38 13.36
N Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 129.25 127.54 125.40 124.20 123.57 124.23 122.60 124.48
Réplica2 129.19 128.33 125.60 124.81 122.75 123.43 124.40 134.73
Ny Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 1308.3 1258.9 1256.1 1254.1 1241.0 1205.0 1213.5 1241.8
Réplica2 1289.4 1252.7 1244.3 1227.1 1246.0 1223.7 1219.5 1238.8
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 6350 6227 6187 6069 6144 5941 6253 6318
Réplica2 6342 6082 6286 6111 6215 6015 6269 6355
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 2.735 2.644 2.679 2.653 2.721 2.642 2.619 2.642
Réplica2 2.729 2.651 2.670 2.653 2.702 2.702 2.601 2.700
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 14.20 13.44 13.34 13.70 13.91 13.60 13.33 13.37
Réplica2 14.33 13.42 13.37 13.22 13.90 13.60 13.32 13.37
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.927 2.682 2.878 2.775 2.838 3.082 2.763 2.744
Réplica2 2.841 2.718 2.825 2.745 2.850 2.745 2.780 2.783
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 14.78 14.24 13.62 13.45 14.53 14.27 13.65 13.85
Réplica2 14.95 14.38 13.92 13.49 14.67 14.20 13.67 13.65
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Tabla A.II.3: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de nitritos

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.236 5.207 5.144 5.147 5.359 5.151 5.125 4.994
Réplica2 5.205 5.184 5.146 5.160 5.360 5.116 5.115 4.979
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 25.58 24.90 24.35 23.82 24.36 23.47 23.41 22.82
Réplica2 25.43 24.80 24.27 23.78 24.42 23.44 23.50 22.68
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 255.40 248.68 245.78 238.36 240.30 235.55 225.95 230.88
Réplica2 256.96 249.74 246.28 238.88 235.40 230.88 223.80 228.80
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2657.5 2593.6 2584.4 2532.5 2571.3 2446.3 2455.3 2387.5
Réplica2 2670.8 2580.7 2588.4 2540.5 2547.3 2472.5 2491.3 2411.3
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12901 12411 12562 12059 12388 11862 12408 12445
Réplica2 12835 12629 12425 12152 12495 11612 12349 12393
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.443 5.351 5.469 5.421 5.364 5.379 5.418 5.500
Réplica2 5.399 5.352 5.442 5.121 5.345 5.395 5.400 5.450
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 26.12 25.06 25.01 24.67 25.55 25.36 24.94 24.98
Réplica2 26.14 25.30 24.99 24.67 25.65 25.41 24.93 25.16
N; Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 254.55 252.91 250.96 246.76 243.23 247.77 244.13 248.95
Réplica2 256.69 254.21 251.34 247.73 243.27 247.47 246.45 248.75
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2536.1 2479.1 2447.4 2436.8 2400.7 2351.2 2343.3 2411.0
Réplica2 2480.0 2461.6 2442.5 2382.6 2403.3 2399.5 2321.3 2407.5
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12583 12499 12236 12024 11980 11750 12125 12254
Réplica2 12575 12182 12127 12052 12207 11938 12071 12391
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.458 5.246 5.479 5.399 5.386 5.427 5.427 5.479
Réplica2 5.441 5.236 5.462 5.398 5.390 5.433 5.428 5.474
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 26.06 25.05 25.11 25.19 25.69 25.39 24.93 25.02
Réplica2 26.15 25.25 25.06 24.76 25.69 25.44 2491 25.07
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 5.503 5.336 5.533 5.435 5.474 5.512 5.516 5.562
Réplica2 5.509 5.425 5.567 5.423 5.466 5.454 5.508 5.514
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 26.45 25.27 25.19 24.98 26.02 25.83 24.92 25.39
Réplica2 26.51 25.45 25.26 24.82 26.02 25.84 24.97 25.45
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Tabla A.Il.4: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de bromuros

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 |[ Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.605 2.612 2.532 2.672 2.751 2.591 2.623 2.570
Réplica2 2.609 2.618 2.555 2.678 2.749 2.594 2.640 2.594
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 13.04 12.92 13.03 12.81 13.12 12.57 13.05 12.54
Réplica2 13.07 12.91 13.06 12.85 13.17 12.55 13.10 12.54
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 129.77 128.89 129.81 126.30 129.33 125.88 125.88 125.50
Réplica2 130.68 129.37 130.48 126.18 126.82 123.28 124.13 124.55
Ny Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 1278 1259 1266 1238 1278 1212 1257 1216
Réplica2 1268 1243 1264 1248 1269 1226 1286 1221
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 6891 6712 6869 6665 6833 6534 6808 6792
Réplica2 6901 6833 6818 6705 6894 6398 6826 6823
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.747 2.719 2.722 2.731 2.713 2.726 2.850 2.724
Réplica2 2.738 2.731 2.727 2.589 2.719 2.709 2.836 2.700
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 14.06 13.36 13.46 13.31 13.76 13.37 13.75 13.53
Réplica2 14.09 13.39 13.46 13.32 13.81 13.43 13.79 13.56
N Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 125.76 122.88 122.91 121.91 122.55 122.38 125.00 124.28
Réplica2 125.95 123.85 123.40 121.74 122.08 121.78 126.05 124.30
Ny Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 1282.8 1230.0 1239.1 1235.5 1240.7 1194.0 1243.0 1241.3
Réplica2 1253.4 1223.6 1229.5 1205.6 1249.0 1220.5 1362.5 1240.5
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 7013 6869 6865 6770 6862 6608 6882 6955
Réplica2 7015 6677 6837 6806 6964 6709 6891 6996
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 2.754 2.697 2.730 2.705 2.749 2.704 2.815 2.696
Réplica2 2.736 2.700 2.754 2.724 2.750 2.710 2.817 2.698
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 14.06 13.32 13.46 13.46 13.82 13.38 13.71 13.64
Réplica2 14.06 13.35 13.51 13.27 13.82 13.39 13.69 13.54
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2.743 2.702 2.726 2.708 2.737 2.710 2.849 2.708
Réplica2 2.750 2.699 2.733 2.681 2.727 2.681 2.852 2.701
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 14.13 13.41 13.49 13.35 13.94 13.56 13.73 13.65
Réplica2 14.22 13.44 13.51 13.35 13.93 13.53 13.86 13.66
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Tabla A.II.5: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de nitratos

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.172 5.179 5.456 5.494 5.563 5.315 5.340 5.204
Réplica2 5.175 5.222 5.456 5.489 5.555 5.299 5.371 5.262
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 25.21 25.45 26.10 25.60 27.05 25.78 26.76 25.63
Réplica2 25.42 25.48 26.06 25.71 27.06 25.80 26.81 25.48
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 254.8 259.6 263.0 254.7 262.2 256.6 261.5 255.4
Réplica2 256.1 260.9 263.6 254.4 257.3 251.2 259.3 253.4
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2515 2514 2519 2462 2559 2425 2595 2456
Réplica2 2485 2487 2518 2505 2539 2455 2643 2494
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12603 12343 12609 12299 12623 12108 12905 12811
Réplica2 12637 12572 12486 12404 12716 11861 12922 12868
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.437 5.434 5.449 5.506 5.432 5.416 5.457 5.308
Réplica2 5.447 5.468 5.448 5.225 5.408 5.441 5.455 5.284
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 29.08 27.54 27.43 27.31 28.54 27.44 28.11 27.05
Réplica2 29.14 27.77 27.43 27.39 28.57 27.56 28.21 26.96
N; Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 251.1 246.7 243.6 242.1 242.2 240.3 242.1 239.4
Réplica2 251.4 247.6 244.0 242.5 241.1 239.8 244.9 241.3
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2753 2483 2495 2498 2516 2424 2481 2519
Réplica2 2547 2468 2491 2440 2534 2461 2468 2476
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12686 12362 12666 12255 12543 12005 12730 12558
Réplica2 12714 12147 12467 12339 12723 12193 12741 12657
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.457 5.292 5.435 5.437 5.397 5.398 5.458 5.248
Réplica2 5.440 5.318 5.432 5.446 5.399 5.428 5.468 5.273
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 29.08 27.52 27.44 27.82 28.51 27.44 27.70 27.73
Réplica2 29.12 27.74 27.41 27.25 28.62 27.52 27.82 27.08
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 5.461 5.499 5.361 5.503 5.451 5.464 5.469 5.439
Réplica2 5.436 5.418 5.345 5.501 5.458 5.383 5.466 5.421
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 29.54 27.98 27.31 27.50 29.00 28.36 28.31 29.15
Réplica2 29.68 28.04 27.25 27.61 29.06 28.13 29.27 27.82
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Tabla A.Il.6: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de fosfatos

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 |[ Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 3.916 3.911 3.969 3.956 3.952 3.853 4.001 3.294
Réplica2 3.931 3.833 3.384 3.819 3.990 3.610 3.761 2.775
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 23.49 23.48 22.44 23.56 24.14 23.39 22.89 22.23
Réplica2 23.86 23.81 22.89 23.45 24.04 23.34 23.47 22.31
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 249.64 252.03 250.46 255.50 255.05 251.15 258.38 253.90
Réplica2 250.94 255.68 251.56 255.04 252.67 247.62 263.00 243.30
Ny Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2508.4 2303.7 2506.5 2461.8 2577.7 2480.7 2599.5 2372.5
Réplica2 2506.1 2460.2 2483.3 2494.1 2530.5 2453.2 2709.3 2512.8
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12569 12300 12463 12469 12878 12580 12787 12684
Réplica2 12518 12566 12320 12487 13334 12305 12591 12736
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.234 4.899 4.993 4.779 5.153 4.947 4.840 4.938
Réplica2 5.038 5.260 4.962 4.753 4,938 4.756 4,953 5.057
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 28.15 27.25 27.58 25.46 27.67 26.98 27.58 27.97
Réplica2 28.41 26.42 27.65 27.59 27.71 27.24 27.77 27.17
N Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 250.98 247.05 246.49 245.43 251.38 246.90 250.45 256.45
Réplica2 252.74 252.20 249.71 244.44 251.43 249.18 250.08 250.60
Ny Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 2555.8 2506.3 2513.5 2472.4 2516.2 2356.7 2453.8 2553.5
Réplica2 2493.9 2442.6 2491.6 2399.5 2528.2 2442.0 2374.8 2521.3
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 12824 12714 12726 12450 12758 12419 12147 12618
Réplica2 12843 12365 12809 12549 12869 12026 12210 12698
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 5.492 5.191 4.455 4.376 4.748 5.028 4.248 4.930
Réplica2 5.314 5.104 5.212 4.531 5.107 4.969 4.919 4.941
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 27.61 27.59 27.26 26.80 27.86 27.46 27.54 28.53
Réplica2 28.33 27.45 27.75 21.00 28.09 27.19 27.35 28.72
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 3.204 3.536 3.101 3.069 3.192 3.460 3.457 3.233
Réplica2 2.899 3.142 2.939 2.643 2.910 3.339 3.396 2.863
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 25.72 24.46 21.41 20.78 24.25 23.65 20.88 20.66
Réplica2 25.25 24.12 21.41 21.07 24.34 23.35 20.76 20.23
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Tabla A.II.7: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinacion de sulfatos

N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.444 5.511 5.803 5.495 5.721 5.385 5.459 5.431
Réplica2 5.500 5.486 5.705 5.471 5.681 5.412 5.484 5.472
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 25.87 25.40 25.71 25.30 26.14 24.90 25.79 24.80
Réplica2 26.00 25.39 25.78 25.48 26.14 24.96 25.71 24.77
N3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 255.8 251.4 251.6 247.8 252.7 245.5 246.8 245.9
Réplica2 257.1 253.3 253.6 247.6 248.2 241.1 242.8 244.9
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2573.1 2492.3 2491.8 2471.9 2516.5 2400.0 2457.3 2382.8
Réplica2 2542.4 2460.8 2484.4 2487.5 2511.7 2417.5 2530.3 2398.3
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
ftalato Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12845 12307 12602 12243 12652 12068 12610 12666
Réplica2 12850 12634 12478 12326 12741 11857 12681 12514
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.588 5.474 5.562 5.537 5.489 5.403 5.531 5.497
Réplica2 5.583 5.516 5.552 5.261 5.472 5.426 5.542 5.502
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 26.33 24.76 25.01 24.81 25.77 24.83 25.27 25.08
Réplica2 26.43 24.76 24.91 24.81 25.82 24.85 25.35 25.08
N; Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 254.05 246.61 246.64 244.21 245.12 242.15 244.90 247.68
Réplica2 255.26 248.62 247.10 245.20 244.53 242.02 246.75 247.68
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 2560.5 2431.8 2455.1 2459.3 2455.5 2350.7 2403.5 2449.3
Réplica2 2507.0 2426.2 2439.5 2401.3 2470.3 2404.8 2390.0 2455.8
Ns Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
glucosa Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 12657 12343 12367 12221 12350 11775 12336 12552
Réplica2 12716 12016 12335 12317 12514 11966 12380 12619
N, =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 5.680 5.609 5.595 5.567 5.561 5.481 5.537 5.512
Réplica2 5.646 5.526 5.588 5.536 5.538 5.474 5.528 5.526
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
agua Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 26.19 24.82 24.96 25.17 25.80 24.85 25.05 25.09
Réplica2 26.33 24.76 25.05 24.65 26.05 24.93 25.09 25.14
N; =LC Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta | Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2
Réplical 5.596 5.452 5.729 5.596 5.630 5.482 5.649 5.556
Réplica2 5.598 5.542 5.592 5.497 5.593 5.487 5.550 5.545
N, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
compuesta || Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2 | Analistal | Analista2 || Analistal | Analista2
Réplical 26.55 25.60 25.06 24.84 25.98 25.28 25.08 25.58
Réplica2 26.52 25.40 25.24 24.87 26.14 25.17 25.06 25.24
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Precision
Tabla A.I1.8: Célculo de la precisidn para el fluoruro
2 2 2 2

Matriz | M (mgs ;i-arl)2 (nngln;-i:‘al)z (;gR?ic:_sl)z (mugp:.i?:)z (mg IS='~L'1) %DER

[\ -0.001738 0.006588 0.001113 0.007701 0.08775 3.2

N, -0.03188 0.07148 0.01243 0.08391 0.2897 2.2

ftalato N3 2.622 2.324 0.8598 5.806 2.410 1.9

Ny -63.77 604.4 113.2 717.6 26.79 2.2

Ns 477 15045 3004 18526 136.1 2.2

N, -0.001188 0.001804 0.001179 0.002983 0.05461 2.2

N, -0.01874 0.06499 0.02254 0.0875 0.2958 2.2

glucosa N3 0.6362 1.095 0.8883 2.619 1.618 1.3

Ng 186.4 3211 91.62 599.1 24.48 2.0

Ns 8287 -5837 22892 31179 176.6 2.8

N, -0.0003434 0.0008184 0.0002146 0.001033 0.03214 13

compuesta

N, 0.01554 0.04810 0.001644 0.06529 0.2555 1.9

N, 0.0006746 0.0002437 0.0002862 0.001204 0.03471 14

aena N, 0.004258 0.05573 0.008584 0.06857 0.2619 1.9

Tabla A.I1.9: Calculo de la precisidn para el cloruro
i SZDl’a SzAnaIista SZRepIicas uzprecisén S

Matriz Ni (mgcl-LY? | (mga-Lh)? | (mgalLh)? | (mgalLh)? | (mgclL?) #DER

N; 0.0007587 0.002831 0.0001166 0.003707 0.06088 2.3

N, 0.0002741 0.1242 0.003270 0.1278 0.3574 2.7

ftalato N3 8.445 3.593 0.9898 13.03 3.609 3.0

Ny 93.04 752.7 109.5 955.3 30.91 25

Ns 5192 22449 2104 29745 172.5 2.8

N, 0.0004407 0.0004034 0.001485 0.002329 0.04826 1.8

N, 0.02405 0.07361 0.003770 0.1014 0.3185 2.4

glucosa N3 2.207 1.582 6.915 10.70 3.272 2.6

Ny 316.9 366.8 105.3 788.9 28.09 2.3

Ns 2871 11678 2801 17350 131.7 2.1

N; -0.0007 0.0019 0.008 0.0099 0.09935 3.5

compuesta

N, 0.2072 0.0615 0.0123 0.281 0.5301 3.8

N; -0.0002172 0.001366 0.0004884 0.001855 0.04307 1.6

aete N, 0.01161 0.09237 0.01556 0.1195 0.3457 2.5
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Tabla A.I1.10: Calculo de la precision para el nitrito

2 2 2 2
SEE R ;Sf-.rl)z (mgS r:n(;:farl)z (mgS :lec;l;i‘l)z (m: l:Ole)z (mg NZZ-.L'I) #eDER

N, 0.002725 0.008599 0.0002009 0.01153 0.1074 2.1

N, 0.5997 0.2566 0.004489 0.8608 0.9278 3.9

ftalato N3 105.7 16.86 3.676 126.3 11.24 4.7

Ng 4943 2870 221.6 8035 89.64 3.5

Ns 15061 91176 9968 116205 340.9 2.8

I\ -0.001500 0.002532 0.006007 0.008539 0.09241 1.7

N, 0.08540 0.1307 0.006597 0.2227 0.4719 1.9

glucosa | N3 12.70 6.005 0.8060 19.51 4.417 1.8

Ny 2167 874 577.7 3619 60.16 2.5

Ns 30943 16817 13867 61627 248.2 2.0

N; | -0.0008248 0.003469 0.0009313 0.004400 0.06633 1.2

compuesta

N, 0.1143 0.2014 0.004455 0.3201 0.5658 2.2

I\ -0.001115 0.006579 0.00004731 0.006626 0.08140 2.7

sete N, 0.05200 0.1181 0.01530 0.1854 0.4306 1.7

Tabla A.IIl.11: Calculo de la precisidn para el bromuro
X SZDl’a SzAnaIista SzRepIicas uzprecisén S

Matriz . (mg Br‘-L_l)2 (mg Br‘-L‘l)2 (mg Br‘-L_l)2 (mg Br‘-L‘l)2 (mg Br'-L'l) %DER

N, -0.001816 0.005530 0.00009344 0.005623 0.07499 2.9

N, -0.03701 0.08658 0.0006097 0.08719 0.2953 2.3

ftalato N3 2.417 3.002 1.160 6.579 2.565 2.0

Ny -357.8 791.2 98.74 890 29.83 2.4

Ns -6757 23498 2652 26150 161.7 2.4

N; | -0.0000616 0.002031 0.001344 0.003376 0.05810 2.1

N, -0.02267 0.08753 0.0006876 0.08822 0.2970 2.2

glucosa N3 1.370 1.107 0.1835 2.661 1.631 13

Ny 14.04 362.1 1059 1435 37.89 3.1

Ns -4021 14938 3832 18770 137.0 2.0

N; | -0.0006659 0.003191 0.0001147 0.003306 0.05750 2.1

compuesta

N, -0.01875 0.09361 0.001595 0.09521 0.3086 2.3

N; | -0.0009397 0.002320 0.00008219 0.002402 0.04901 1.8

o8t N, -0.03202 0.09104 0.003101 0.09414 0.3068 2.3
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Tabla A.I1.12: Calculo de la precisidn para el nitrato

2 2 2 2
Matriz | Nl g ;gj'.rl)z (mgS ngsi‘l)z (mgS rzzli‘l)z (m,: l:O3L1)2 (mg Ni)g'-L'l) #DER
Ny 0.01225 0.009858 0.0004080 0.02252 0.1501 2.8
N, -0.01091 0.4127 0.005286 0.4179 0.6465 2.5
ftalato N3 -9.824 19.21 4.086 23.29 4.826 1.9
Ng -1531 3973 534.5 4507 67.14 2.7
Ns 21743 62652 9559 93954 306.5 2.4
I\ -0.001156 0.001518 0.005125 0.006643 0.0815 1.5
N, -0.08652 0.5675 0.005670 0.5731 0.7571 2.7
glucosa | N3 12.03 3.477 0.9003 16.40 4.050 1.7
Ny -822.4 3248 3110 6358 79.74 3.2
Ns -18511 66191 10706 76897 277.3 2.2
N, -0.001416 0.002651 0.0008873 0.003538 0.05948 11
compuesta
N, 0.2052 0.3302 0.1747 0.7101 0.8427 3.0
I\ -0.002750 0.007652 0.0001677 0.007820 0.08843 1.6
st N, -0.04952 0.4090 0.05186 0.4609 0.6789 2.4
Tabla A.II.13: Célculo de la precision para el fosfato
X SZDl’a SzAnaIista SZRepIicas uzprecisén S
Matriz & (mg PO L") | (mg PO.LY) | (mg PO,>-L™)? | (mg PO, -L™)? | (mg PO, L) %DER
Ny -0.01182 0.07905 0.04717 0.1262 0.3553 9.5
N, 0.09939 0.2323 0.05151 0.3832 0.619 2.7
ftalato N3 -10.51 19.37 10.52 29.89 5.467 2.2
Ny -2379 6653 3798 10451 102.2 4.1
Ns -2080 44471 26164 70634 265.8 2.1
N, 0.003886 0.003220 0.01750 0.02461 0.1569 3.2
N, -0.1678 0.2673 0.3775 0.6448 0.803 2.9
glucosa N3 3.033 2.109 5.035 10.18 3.190 13
Ny -2048 3767 1774 5540 74.43 3.0
Ns -31734 82308 19749 102057 319.5 2.5
I\ -0.003323 0.02521 0.04315 0.06835 0.2614 8.3
compuesta
N, 4.122 0.2825 0.0443 4.449 2.109 9.3
N, 0.05547 0.004233 0.07619 0.1359 0.3686 7.5
aete N, 0.1965 0.7983 2.161 3.156 1.777 6.5
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Tabla A.Il.14: Calculo de la precision para el sulfato

Matriz | N, SZD";'_ Y SZA"a";_ta - SzReplf_as . uz’”ecf_é"_l , S . |%DER
(mg SO, -L7)" | (mg SO, -L")" | (mg SO, L") | (mgSO, -L")" | (mgSO, L")
N, -0.005408 0.02018 0.001161 0.02134 0.1461 2.6
N, -0.1477 0.3509 0.003994 0.3549 0.5958 2.3
ftalato N3 10.92 9.455 4.179 24.55 4.955 2.0
Ny -737.9 3298 508.2 3806 61.69 2.5
Ns -21625 87106 13113 100219 316.6 2.5
I\ -0.0007239 0.002390 0.004939 0.007330 0.0856 1.6
N, -0.1452 0.4505 0.001819 0.4523 0.6725 2.7
glucosa N3 6.258 7.823 0.6554 14.74 3.839 1.6
Ny -574.9 2394 617.2 3011 54.87 2.3
Ns -18630 72905 11900 84805 291.2 2.4
N, -0.001877 0.003688 0.003001 0.006689 0.08178 15
compuesta
N, 0.07828 0.2384 0.01399 0.3306 0.5750 2.3
N, 0.001152 0.001701 0.0006194 0.003472 0.0589 11
st N, -0.1332 0.3946 0.02304 0.4176 0.6462 2.6
Incertidumbre
Tabla A.II.15: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de fluoruro
. . uexa2 uprecisionz ut,azz U lg )
Matriz Nivel a8 o o aa a8 8 %l
(mgF-L)" | (mgF-L")" | (mgF-L7)" | (mgF-L7)" | (mgF-L")
1 0.04349 0.007701 | 0.0002464 0.2268 0.45 18
2 0.1897 0.08391 0.001510 0.5245 1.0 8.3
ftalato 3 8.898 5.806 0.01791 3.837 7.7 6.1
4 765.0 717.6 1.671 38.53 77. 6.2
5 23782 18526 39.60 205.8 410 6.6
1 0.003329 0.002983 | 0.0002186 0.08081 0.16 6.3
2 0.05674 0.08753 0.001752 0.3821 0.76 5.6
glucosa 3 4.761 2.619 0.01762 2.720 5.4 4.3
4 1341 599.1 1.686 44.07 88. 7.0
5 17600 31179 41.07 221.0 440 6.9
1 0.0009034 | 0.001204 | 0.0002186 0.04823 0.096 3.8
oeue 2 0.05415 0.06857 0.001752 0.3528 0.71 5.2
1 0.005723 0.001033 | 0.0002186 0.08351 0.17 6.5
compuesta
2 0.1561 0.06529 0.001752 0.4724 0.94 7.0
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Tabla A.I1.16: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de cloruro

Matriz Nivel uex_az e uprecjfiorj . u"a_zz 2 uc_ q Ic{_ 4 %lc
(mgClI-L7)" | (mgCl-L™)" | (mg CI-L™)" | (mgCI-L™) | (mgCl-L")
1 0.01512 0.003707 | 0.0002766 0.1382 0.28 11
2 0.2437 0.1278 0.002657 0.6117 1.2 9.2
ftalato 3 13.68 13.03 0.02400 5.170 10 8.4
4 1805 955.3 1.973 52.55 110 8.4
5 60520 29745 45.27 300.5 600 9.6
1 0.007937 | 0.002329 | 0.0002697 0.1026 0.21 7.9
2 0.07294 0.1014 0.002087 0.4201 0.84 6.1
glucosa 3 9.337 10.70 0.02511 4.479 9.0 7.0
4 1530 788.9 2.065 48.18 96 7.5
5 41233 17350 46.61 242.1 480 7.7
1 0.006990 | 0.001855 | 0.0002697 0.09547 0.19 7.4
seta 2 0.09213 0.1195 0.002087 0.4623 0.92 6.7
1 0.03547 0.009870 | 0.0002697 0.2136 0.43 17
compuesta
2 0.4240 0.2810 0.002087 0.8409 1.7 12
Tabla A.1l.17: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de nitrito
, , Uera” Uprecision” Utraz Ue Ino2 _
Matriz Nivel ) e e ol ~ | %oz
(mg NO,-L7)" | (mg NO,-L7)” | (mg NO,-L™")" | (mgNO,-L7) | (mgNO,-L")
1 0.02136 0.01153 0.001013 0.1841 0.37 7.2
2 2.373 0.8608 0.004323 1.800 3.6 14
ftalato 3 230.3 126.3 0.1417 18.89 38 15
4 14187 8035 15.80 149.1 300 11
5 204131 116205 360.5 566.3 1100 9.0
1 0.01233 0.008539 0.001082 0.1482 0.30 5.6
2 0.2203 0.2227 0.006449 0.6704 13 53
glucosa 3 23.76 19.51 0.1422 6.588 13 5.2
4 7309 3618 14.33 104.6 210 8.4
5 129761 61626. 357.5 437.9 880 7.0
1 0.01252 0.006626 0.001082 0.1422 0.28 54
o8t 2 0.2061 0.1854 0.006449 0.6309 13 5.0
1 0.02384 0.004400 0.001082 0.1712 0.34 6.5
compuesta
2 0.4536 0.3201 0.006449 0.8833 1.8 7.0
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Tabla A.I1.18: Estimacion de la incertidumbre en la determinacién de bromuro

Matriz Nivel Uex; e UPFECiS_ion_Zl 3 u"a_zz e uc_ < IBr-_ " %l
(mgBr-L™)" | (mgBr-L)"|(mgBr-L")°| (mgBr-L") | (mgBr-L")
1 0.01432 0.005623 | 0.0002744 0.1422 0.28 11
2 0.05967 0.08719 0.004174 0.3886 0.78 6.0
ftalato 3 4.707 6.579 0.02379 3.363 6.7 5.2
4 624.0 890.0 1.363 38.93 78 6.2
5 29993 26150 31.92 237.0 470 7.0
1 0.01273 0.003376 | 0.0002940 0.1281 0.26 9.7
2 0.06093 0.08822 0.002381 0.3893 0.78 5.7
glucosa 3 3.532 2.661 0.02342 2.493 5.0 4.0
4 862.3 1435 1.346 47.95 100 7.7
5 21937 18769 33.33 201.8 400 5.8
1 0.009457 0.002402 | 0.0002940 0.1102 0.22 8.3
st 2 0.05742 0.09414 0.002381 0.3924 0.78 5.8
1 0.01373 0.003306 | 0.0002940 0.1316 0.26 9.9
compuesta
2 0.09224 0.09521 0.002381 0.4357 0.87 6.4
Tabla A.I1.19: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de nitrato
, , Uea” Uprecision” Uz’ Ue Inos _
Matriz Nivel - e e o el ~ 4, | %lnos
(mgNO3-L")" | (mgNO;-L")" | (mgNO;-L")" | (mgNO;-L") | (mgNO5-L")
1 0.07266 0.02252 0.001505 0.3109 0.62 12
2 1.254 0.4179 0.01682 1.300 2.6 10
ftalato 3 57.66 23.29 1.331 9.071 18 7.3
4 5200 4507 132.6 99.20 200 8.0
5 91851 93954 3329 434.9 870 7.0
1 0.01116 0.006643 0.001611 0.1393 0.28 53
2 0.3997 0.5731 0.02276 0.9978 2.0 7.1
glucosa 3 20.97 16.40 1.308 6.220 12 5.0
4 6048 6358 134.9 112.0 220 8.9
5 51422 76897 3320 362.8 730 5.8
1 0.01203 0.007820 0.001611 0.1465 0.29 5.6
sehe 2 0.3949 0.4609 0.02276 0.9373 1.9 6.7
1 0.01750 0.003538 0.001611 0.1505 0.30 5.7
compuesta
2 0.8485 0.7101 0.02276 1.258 2.5 9.0
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Tabla A.I1.20: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de fosfato

Matriz | Nivel uexa:_ ™ u‘”e‘isf_”z_“ u"‘”:_ ™ N IPO“-Z_ 2 | %leos”
(mg PO, -L7)" | (mg PO, -L )" | (mg PO, -L7)" | (mg PO, -L7) | (mg PO, -L7)
1 1.368 0.1144 0.0009692 1.223 2.4 48
2 3.272 0.3832 0.003880 1.913 3.8 15
ftalato 3 20.65 29.89 0.07179 7.114 14 5.6
4 8101 10451 7.448 136.2 270 11
5 115024 70634 195.5 431.1 860 6.6
1 0.04338 0.02461 0.0009939 0.2626 0.53 10
2 0.3171 0.6448 0.006685 0.9842 2.0 7.2
glucosa 3 7.084 10.18 0.07026 4.163 8.3 3.3
4 2747 5540 7.400 91.08 180 7.3
5 74959 102057 185.8 421.0 840 6.7
1 0.1511 0.1359 0.0009939 0.5366 11 21
sete 2 4.318 3.156 0.006685 2.735 5.5 20
1 1.719 0.06835 0.00009939 1.337 2.7 52
compuesta
2 16.59 4.449 0.006685 4.587 9.2 33
Tabla A.11.21. Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de sulfato
i : uexa2 Uprecision2 Utraz2 Uc |so4_2 2
Matriz Nivel 21,2 21,2 21,2 21 2 -1, | Plsos
(mg SO, L") | (mgSO, L") | (mg SO, -L7)" | (mg SO, -L7) | (mg SO, L")
1 0.1744 0.02134 0.0009444 0.4435 0.89 18
2 0.3239 0.3549 0.003378 0.8260 1.7 6.6
ftalato 3 19.41 24.55 0.04019 6.634 13 5.3
4 4311 3806 4.536 90.12 180 7.2
5 176805 100219 101.8 526.4 1100 8.7
1 0.009193 0.007330 0.001091 0.1327 0.26 4.9
2 0.2218 0.4523 0.005540 0.8244 1.6 6.4
glucosa 3 27.67 14.74 0.04072 6.515 13 5.2
4 4376 3011 4.494 85.98 170 6.9
5 145729 84804 108.8 480.3 960 7.7
1 0.01978 0.003472 0.001091 0.1560 0.31 5.8
sete 2 0.2056 0.4176 0.005540 0.7929 1.6 6.2
1 0.01937 0.006689 0.001091 0.1648 0.33 6.1
compuesta
2 0.3061 0.3306 0.005540 0.8014 1.6 6.3

A.ll.3. FENOLES
Resultados analiticos
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Anexos

Precision
Tabla A.I1.23: Calculo de la precision para la determinacién de fenoles
X SZDl'a SZAnaIista SZRepIicas uzprecisén S
Nivel £ 8 8] 08 4 %DER
(mg fenol-L™) (mg fenol-L™) (mg fenol-L™) (mg fenol-L™) (mg fenol-L™)
N, 0.0001015 0.0003229 0.0005343 0.0002949 0.001254 7.1
N, 0.0000 0.07729 0.004150 0.002754 0.08419 5.8
N3 0.2628 0.0000 2.321 0.2075 2.792 3.3
\ 3.804 17.41 14.18 1.426 36.83 2.4
Ns 0.0000 177.3 5.972 15.21 198.5 2.8
Incertidumbre
Tabla A.11.24: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de fenoles
: Uera” Urep” Utraz Ue Ifeno
Nivel g ) 7 i ] %l el
(mg fenol-L )" | (mg fenol-L )" | (mg fenol-L )" | (mg fenol-L )" | (mg fenol-L™)
N, 0.009551 0.001254 1,29E-03 0.04701 0.094 19
N, 0.06802 0.08419 0.001295 0.3918 0.78 16
N3 5.808 2.792 0.03639 2.939 5.9 12
Ny 72.96 36.83 0.4846 10.50 21 8.4
Ns 166.0 198.5 1.891 19.14 38 7.7

A.ll.4. ACEITES Y GRASAS
Resultados analiticos

Tabla A.II.25: Resultados analiticos del disefio de experimentos para la determinaciéon de aceites y grasas

N, =LC Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2
Réplica 1 12.5 11.4 11.0 10.1 12.5 10.7 10.0 12.6
Réplica 2 12.3 12.6 11.2 13.3 12.1 10.3 13.9 11.8
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
N Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 | Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2
Réplica 1 53.1 52.6 47.8 51.1 53.2 52.1 47.1 51.3
Réplica 2 50.7 49.7 51.3 55.4 48.0 50.8 49.1 45.5
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Ns Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 | Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2
Réplica 1 2415 268.0 2554 228.9 232.6 241.5 218.4 247.8
Réplica 2 252.4 276.2 252.7 237.2 231.8 216.9 225.9 267.1
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Na Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 | Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2
Réplica 1 891.9 964.5 965.3 968.1 1042.0 981.0 1019.7 965.4
Réplica 2 936.0 1027.9 1038.7 1021.4 987.0 1054.5 1018.0 969.2
N=LS Dia1l Dia2 Dia 3 Dia 4
> Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2 || Analista 1 | Analista 2
Réplical | 4677.5 4779.1 4748.6 4914.4 4760.7 4738.4 4954.7 4946.5
Réplica2 || 4678.2 4896.4 4917.7 4660.0 4791.4 4961.5 4993.6 5250.5
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Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Precision
Tabla A.II.26: Calculo de la precision para la determinacion de A&G
X SzDia SZAnaIista SZRepIicas uzprecis()n S
Nivel a8 8 a8 48 q %DER
(mg A&G-L") (mg A&G-L™) (mg A&G-L™) (mg A&G:-L"™) (mg A&G-L")
N; 0.2424 1.046 10159 2.447 1.564 13
N, 0.000 0.000 7.018 7.018 2.649 5.2
N3 0.000 189.6 106.8 296.4 17.22 7.1
\ 120.6 518.7 1141 1781 42.20 4.3
Ns 18982 0.00 15723 34705 186.3 3.8
Incertidumbre
Tabla A.11.27: Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de A&G
. Uexa2 Urep2 Utraz2 Uc Inec
Nivel 4 4 48 i 4 %l rel
(mg A&G-L7)" | (mg A&G:-L)" | (mg A&G-L")" | (mg A&G:L") | (mg A&G-L")
N, 2.597 2.447 0.08340 2.264 4.5 39
N, 5.466 7.018 0.7962 3.644 7.3 14
N3 333.7 296.4 5.279 25.21 50 20
Ny 3105 1781 73.82 70.42 140 14
Ns 29074 34705 1845 256.2 510 10

A.1l.5. OTROS MODELOS DE LA ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE PARA
LOS METODOS DE ANALISIS

Modelo “bottom-up” para la estimacion de la incertidumbre en la determinacion de
aniones

Tabla A.11.28: Incertidumbre de las muestras de aplicando el modelo “bottom-up”, en mg-L_1

B3 2-

F cr NO, Br NOs3 PO, SO,

N; © I C I © I © | @ | © | © I

275 047264 088| 52 13 |261 040| 52 1.1 391 037|55 1.2

Ny
278 047|264 088| 52 13 |262 040| 52 1.1 383 038| 55 1.2

13.21 0.50 |13.22 0.92 | 249 1.2 (1293 0.38 | 25,5 1.2 |{23.47 032|255 11

N
13.23 0.50 |13.25 0.93 | 24.8 1.2 (1291 0.38 | 25,5 1.2 {23.81 0.33| 255 1.1

Ftalato
Dia 1

1295 5.8 |1249 95 | 249 14 (1289 4.7 | 260 14 |252.0 6.2 | 253 13

N3
1299 5.8 |125.7 9.6 | 250 14 (1294 4.7 | 261 14 |255.6 6.3 | 255 13

1249 51 |1251 90 |2595 140 |1260 41 |2514 120 |2303 44 |2503 120

Ny
1250 51 |1230 88 |2582 140 |1243 40 |2488 120 |2460 48 |2472 120
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Anexos

Tabla A.11.28 (cont.): Incertidumbre de las muestras de aplicando el modelo “bottom-up”, en mg-L™

-

cr

NO,

Br

NO;

PO,>

S0~

€ |

€ I

© I

© I

Ns

6190

300

6434 460

12420 730

6710

290

12350 680

12300 420

12630 670

6330

310

6260 470

12640 750

6840

290

12580 690

12560 430

12690 690

Dia 2

Ny

2.74

0.52

2.66 0.88

51 14

2.67

0.66

55 1.9

3.95 0.78

55 13

2.74

0.52

2.66 0.88

51 14

2.67

0.66

55 1.9

3.81 0.79

55 13

N

12.82

0.79

12.8 1.3

238 21

12.8

1.0

256 3.0

236 11

253 1.9

13.15

0.78

129 13

238 21

12.8

1.0

25.7 3.0

234 11

255 1.9

N3

128.2

5.5

120.8 8.7

238 13

126.3

6.0

255 17

2555 8.2

248 13

127.9

5.5

120.6 8.7

239 13

126.2

6.0

254 17

255.0 8.2

248 13

Ny

1248

55

1230 88

2540 140

1248

61

2500 170

2494 84

2490 130

1243

55

1222 88

2530 140

1238

61

2460 170

2461 83

2480 130

Ns

6130

410

6010 680

12100 1100

6700

510

12400 1500

12480 580

12320 970

6100

410

5970 680

12100 1100

6660

510

12300 1500

12460 580

12240 970

Dia 3

Ny

2.75

0.49

2.70 0.96

51 13

2.59

0.41

53 13

3.85 0.67

54 1.2

2.74

0.49

2.71 0.96

51 13

2.59

0.41

53 13

3.60 0.68

54 1.2

N

12.94

0.50

12.80 0.83

235 1.1

12.57

0.39

258 1.2

23.39 0.53

249 1.1

12.94

0.50

12.85 0.84

234 11

12.55

0.39

258 1.2

23.33 0.53

25.0 11

N3

127.9

6.5

118 12

236 16

125.9

5.5

257 16

251.1 9.2

245 16

125.7

6.5

116 12

231 16

123.3

5.5

251 16

247.5 9.2

241 16

Ny

1207

62

1170 120

2450 150

1213

51

2420 160

2480 81

2400 150

1225

62

1190 120

2470 150

1226

51

2450 160

2452 82

2420 150

Ns

6030

390

5860 750

11860 970

6530

310

12100 990

12580 510

12060 950

5920

390

5750 760

16010 980

6400

310

11850 990

12300 510

11850 960

Dia 4

Ny

2.70

0.55

28 11

50 14

2.57

0.52

51 15

3.0 13

54 15

2.74

0.55

28 11

50 14

2.59

0.51

52 15

35 13

55 15

N

12.92

0.82

129 1.7

228 2.1

12.54

0.77

256 2.2

224 1.8

248 2.3

12.96

0.82

129 1.7

227 21

12.55

0.77

254 22

225 138

248 23

N3

127

11

123 24

231 29

125

11

254 31

257 24

246 32

126

11

122 24

229 29

125

11

252 31

246 24

245 32

Ny

1200

120

1230 240

2390 290

1220

110

2450 320

2400 250

2380 330

1210

120

1230 240

2410 290

1220

110

2490 320

2540 250

2400 320

Ns

6320

340

6460 540

12540 800

6800

340

12820 800

12670 700

12670 820

6350

340

6450 540

12400 790

3830

340

12890 800

12720 710

12520 800
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Validacion de métodos y estimacion de la incertidumbre

Tabla A.11.28 (cont.): Incertidumbre de las muestras de aplicando el modelo “bottom-up”, en mg-L™

-

cr

NO,

Br

NO5

PO,>

s0,”

C

C |

C I

C

C |

C I

€ |

glucosa

Dial

Ny

2.56

0.61

2.67 0.96

54 15

2.73

0.54

55 15

4.78 0.45

55 14

2.45

0.62

2.53 0.97

51 15

2.58

0.55

52 15

475 0.45

52 14

N

13.27

0.90

133 14

247 2.2

13.31

0.81

273 2.2

25.45 0.67

248 2.2

13.86

0.89

132 14

247 2.2

13.32

0.81

274 2.2

27.58 0.66

248 2.2

N3

1234

6.2

124.3 9.8

247 16

121.9

5.7

242 15

2454 5.7

244 15

123.6

6.2

1249 9.8

248 16

121.8

5.7

243 15

2444 57

245 15

Ny

1247

63

1255 99

2440 160

1240

59

2500 160

2472 62

2460 150

1223

63

1228 98

2390 150

1210

58

2440 160

2399 60

2400 150

Ns

6290

460

6070 730

12020 1100

6770

410

12200 1200

12450 380

12200 1100

6320

460

6110 730

12050 1100

6810

410

12300 1200

12550 380

12300 1100

Dia2

Ny

2,51

0.51

2.64 0.84

54 13

2.72

0.44

54 13

494 0.81

54 11

2,51

0.51

2.66 0.84

54 13

2.71

0.44

54 13

475 0.82

54 11

N2

13.41

0.48

13.58 0.87

254 1.4

13.37

0.46

275 14

26.98 0.89

248 1.0

13.45

0.48

13.65 0.88

254 1.4

13.43

0.46

276 14

27.24 0.90

249 10

N3

122.6

6.5

124 10

248 17

122.4

5.9

240 17

247 11

242 14

1221

6.5

123 10

247 17

121.8

5.9

240 17

249 11

242 14

Ny

1205

65

1210 100

2350 170

1194

59

2420 170

2360 110

2350 140

1218

65

1220 100

2400 170

1221

59

2460 170

2440 110

2410 140

6090

390

5940 650

11700 1000

6610

340

12000 1000

12410 630

11770 840

6180

390

6010 640

11900 1000

6710

340

12200 1000

12020 630

11960 840

Dia3

Ny

2.53

0.47

2.65 0.74

55 13

2.72

0.26

5.33 0.92

4.93 0.60

5.49 0.90

2.52

0.47

2.64 0.75

54 13

2.70

0.27

5.30 0.92

5.05 0.60

5.49 0.90

N2

13.37

0.68

134 11

25.0 1.9

13.53

0.40

271 14

27.96 0.87

251 14

13.36

0.68

134 11

25.2 1.9

13.56

0.40

270 14

27.16 0.87

251 14

N3

123

10

124 16

249 27

124.3

6.6

240 20

256 14

248 20

126

10

135 15

249 27

124.3

6.6

242 20

250 14

248 20

Ny

1220

100

1240 160

2410 280

1241

66

2530 200

2550 140

2450 200

1220

100

1240 160

2410 280

1240

66

2480 200

2520 140

2460 200

Ns

6410

260

6320 390

12260 580

6960

190

12600 510

12620 320

12560 490

6460

260

6360 390

12400 580

7000

190

12700 520

12700 330

12620 490
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Tabla A.11.28 (cont.): Incertidumbre de las muestras de aplicando el modelo “bottom-up”, en mg-L™

-

cr

NO,

Br

NO5

PO,>

SO,

2=

C I

© |

@ I

C

C I

C

agua

Dial

N1

2.54

0.61

2.64 0.96

5.4

2.70 0.55

5.4

1.5

4.37 0.46

5.6

14

2.54

0.61

2.64 0.96

54 15

2.72 0.54

54

1.5

453 0.46

5.5

14

N2

13.10

0.90

13.2 14

247 2.2

13.27 0.81

27.2

2.2

20.99 0.71

24.6

2.2

13.44

0.64

137 11

252 1.6

13.46 0.59

27.8

1.7

26.79 0.46

25.2

1.5

Dia2

N1

2.53

0.51

2.69 0.83

54 13

2.71 0.44

5.4

13

496 0.81

5.5

11

2.52

0.51

2.63 0.84

54 13

2.70 0.44

54

13

5.02 0.81

5.5

11

N

13.45

0.48

13.61 0.87

254 1.4

13.38 0.46

27.5

14

27.46 0.91

24.9

1.0

13.43

0.48

13.61 0.87

255 1.4

13.40 0.46

27.5

14

27.19 0.90

24.9

1.0

Dia3

N1

2.50

0.47

2.63 0.75

55 1.3

2.69 0.27

5.27

0.93

4.93 0.60

5.51

0.90

2.52

0.47

2.69 0.74

55 13

2.70 0.27

5.29

0.92

4.94 0.60

5.52

0.90

N2

13.35

0.68

134 11

25.0 1.9

13.64 0.40

27.8

14

28.52 0.86

25.1

14

13.38

0.68

134 11

25.1 1.9

13.54 0.40

27.2

14

28.71 0.86

25.1

14

compuesta

Dial

Ny

2.48

0.62

2.78 0.95

54 15

2.70 0.55

5.5

1.5

3.07 0.49

5.6

14

2.48

0.62

2.74 0.95

54 15

2.68 0.55

5.5

1.5

2.64 0.50

5.5

14

N

12.91

0.91

134 14

25.0 2.2

13.35 0.81

27.5

2.2

20.77 0.72

24.8

2.2

12.91

0.91

135 14

248 2.2

13.35 0.81

27.6

2.2

21.06 0.71

24.9

2.2

Dia2

N1

2.45

0.51

3.08 0.80
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Fig. A.11.3: Contribuciones a la incertidumbre de medida de la concentracién de aniones segun el
modelo “bottom-up”
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Modelo “bottom-up” para la estimacion de la incertidumbre en la determinacién de
fenoles

Tabla A.I1.29: Incertidumbre de las muestras de control aplicando el modelo “bottom-up”, en mg fenol-L™"

N, N, N; N, N
Ctenol lfenol Ctenol Ifenol Ctenol Ifenol Cenol Itenol Cenol Ifenol
0.509 0.093 5.14 0.21 52.3 1.9 264.4 9.9 485 21
0.511 0.093 5.20 0.21 52.1 1.9 263.3 9.9 486 21
0.53 0.10 5.14 0.20 50.2 1.3 257 13 486 20
0.48 0.10 5.15 0.20 50.3 1.3 258.7 13 486 20
0.516 0.092 5.12 0.27 49.2 2.4 248.3 14 499 18
0.537 0.092 5.08 0.26 48.8 2.4 247.7 14 498 18
0.49 0.10 5.13 0.22 48.9 2.2 2419 9.9 494 29
0.48 0.10 5.12 0.22 48.8 2.2 241.6 9.9 495 29
0.47 0.11 4.95 0.18 50.6 1.8 245.4 8.9 485 20
0.45 0.11 4.93 0.18 50.5 1.8 247.8 9.0 485 20
0.557 0.096 4.90 0.17 48.0 1.7 241 16 494 17
0.532 0.095 4.87 0.17 48.1 1.7 241.5 16 499 17
0.52 0.12 4.54 0.19 46.3 4.8 249.8 6.8 479 20
0.52 0.12 4.55 0.19 45.8 4.8 249.6 6.8 479 20
0.49 0.11 4.88 0.11 51.0 7.1 250.4 12 484 21
0.48 0.11 4.77 0.11 51.3 7.1 250.9 12 478 21
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Modelo “bottom-up“ para la estimacion de la incertidumbre en la determinacion de
Aceites y Grasas

Tabla A.I1.30: Incertidumbre de las muestras de control analizadas durante la validacién del metodo de
aceites y grasas en el Capitulo 3 (1 analista) aplicando el modelo “bottom-up”, en mg ARGL!

N N, N3 Ny Ns
Cass lngs Cagee lnge Casa lngc Cass Iaea Cass Iagc
12.48 0.55 53.1 1.9 241.5 2.8 892 13 4677 60
12.28 0.54 50.7 1.9 252.4 2.9 936 13 4678 60
11.44 0.54 52.6 19 268.0 3.0 965 14 4779 62
12.64 0.55 49.7 1.9 276.2 3.0 1028 15 4896 63
10.98 0.39 47.85 0.91 255.4 2.6 965 10 4749 39
11.17 0.38 51.27 0.92 252.7 2.6 1039 11 4918 41
10.07 0.45 51.12 0.91 228.9 2.3 968.1 9.8 4914 39
13.27 0.45 55.40 0.92 237.2 2.4 1021 11 4660 37
12.47 0.45 53.2 1.2 232.6 1.9 1042.1 7.0 4761 49
12.07 0.45 48.0 1.2 231.8 1.9 987.0 6.7 4791 49
10.74 0.38 52.1 1.2 241.5 2.0 981.0 6.3 4738 47
10.29 0.38 50.9 11 216.9 1.9 1054.6 7.1 4961 53
10.05 0.34 47.09 0.84 218.4 1.5 1019.8 7.9 4955 29
13.90 0.34 49.09 0.85 225.9 1.6 1018.0 7.8 4994 29
12.60 0.34 51.26 0.87 247.8 1.7 965.4 7.4 4947 29
11.77 0.34 45.55 0.82 267.1 1.8 969.2 7.5 5250 30
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Modelo “top-down” para la estimacion de la incertidumbre en la determinaciéon de
Aniones

- Test de consistencia entre-medidas fluoruro

20

1.0
o 0.5 -

I
< 0.0
os | 1 i
=-1.0 -
_15 4

2.0 o
2.5

Mandel
=
(9,

Estadistico

agua |g|ucosa| ftalato |compue.| agua |g|ucosa| ftalato |compuel glucosa| ftalato |g|ucosa| ftalato |g|ucosa| ftalato
N1 N2 N3 N4 N5
Medidas

Test de consistencia intra-medidas fluoruro

w
=}

andel

N

(9]

.
]
|
s |
—_0

eM
N
o

\

—]
j
|
| ]
j
||

=
n
1

Estadistico k d
=
o

o o
o n
L

glucosa | ftalato lcompue.

glucosa | ftalato compue, glucosa | ftalato |glucosa| ftalato |glucosa| ftalato
N1 N2 N5

Medidas

Test de consistencia entre-medidas Cloruro

N
n

v v O unn o

1 T
1
]
=
o
=

o
1

vl
1

o

o

Estadistico h de Mandel
N NP P OOORREN
o

v

agua |g|ucosa| ftalato |compue.| agua |g|ucosa| ftalato |compue.| glucosa| ftalato |g|ucosa| ftalato |g|ucosa| ftalato
N1 N2 N3 N4 N5
Medida

Fig. A.ll.4: Test de consistencia h y k de Mandel aplicados a las resultado de los aniones
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Fig. A.ll.4 (cont.): Test de consistencia h y k de Mandel aplicados a las resultado de los aniones
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Estadistico h de Mandel
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Fig. A.1l.4 (cont.): Test de consistencia h y k de Mandel aplicados a las resultado de los aniones
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Fig. A.I.4 (cont.): Test de consistencia h y k de Mandel aplicados a las resultado de los aniones
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1. OBJETO

El objeto de este PNT es describir el ensayo para la determinacion en agua de iones
fluoruro, cloruro, nitrito, bromuro, nitrato y sulfato por cromatografia idnica en fase
liquida.

2. ALCANCE

Este PNT se aplica para la determinacién de aniones fluoruro, cloruro, nitrito, nitrato y
sulfato disueltos en aguas residuales y continentales no tratadas. Los rangos de
aplicacion y la dilucién maxima permitida para cada anidn son los siguientes:

Tabla 1: Alcance del procedimiento

» Rango de ensayo Rango de medida _ .
Anidn N - Dilucion maxima
mgA-L mgA-L
F 2.5-15 2.5-6250
(o} 2.5-15 2.5-6250
NO; 5-30 5-12500
- 0.1:100

Br 2.5-15 2.5-6250
NO, 5-30 5-12500
S0~ 5-30 5-12500

3. REFERENCIAS

A American Public Health Association. (1998). Standard methods for examination of
water and wastewater. 20th ed. APHA-AWWA-WPCF, Washington DC.

A ASTM D4327 (2003). Standard Test Method for anions in water by Chemically
Suppressed lon Chromatography. American Society for Testing and Materials, ASTM.

A UNE-EN ISO 10304-1 (2009). Calidad del agua. Determinacién de aniones disueltos
por cromatografia de iones en fase liquida. Parte 1. Determinacién de bromuro,
cloruro, fluoruro, nitrato, nitrito, fosfato y sulfato. Asociacion Espafola de
Normalizacion y Certificacion, AENOR.

A USEPA Method 300.1 (1997). Anions in Water by IC: Determination of inorganic
anions in drinking water by ion chromatography, rev 1.0. United States Environmental
Protection Agency, EPA.
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4. FUNDAMENTO

La determinacion se basa en la separacién de los iones por cromatografia en fase
liguida. En la cromatografia anidnica, la fase estacionaria es un intercambiador
aniénico de baja capacidad, mientras que como fase movil suelen utilizarse
disoluciones acuosas de sales de acidos débiles mono o dibasicos. La deteccion de los
iones se realiza mediante conductimetria. El detector de conductividad se combina
habitualmente con un sistema supresor postcolumna, consistente en un
intercambiador catidnico protonado que disminuye la conductividad de la fase movil,
transformando los aniones de dicha fase movil en sus correspondientes formas acida y
neutra, y reteniendo los cationes. Los iones se identifican a partir de sus tiempos de
retencidon, mediante comparacion con los patrones de calibracién. La determinacién
cuantitativa se realiza midiendo la altura o area del pico.

5. METODOLOGIA

A continuacion se describen las actividades a desarrollar, asi como los medios
necesarios para llevar a cabo este PNT.

5.1. MEDIDAS DE SEGURIDAD

Extremar las precauciones durante el manejo de acidos durante la preparacion de sus
disoluciones.

5.2. INTERFERENCIAS
Las interferencias pueden deberse a diferentes causas:

A Coelucion cromatogréfica, es decir, cuando otro analito eluye al mismo tiempo de
retencidon que el analito de interés. Por ejemplo, la determinacion de fluoruros y
cloruros esta sujeta a la interferencia causada por la presencia de aniones de acidos
organicos de bajo peso molecular como el férmico o el acético, que aparecen a
tiempos de retencién muy prdoximos, y que interfieren incluso en concentraciones
bajas. Los aniones de otros acidos organicos como, por ejemplo, maldnico, maleico y
malico, pueden interferir en la determinacion de los aniones inorganicos si se
encuentran presentes en concentraciones elevadas. Los aniones inorganicos
fluoroborato y clorito también pueden interferir en la determinacion.

A El pico de un analito vecino es tan alto que solapa al analito de interés. La existencia
de diferencias importantes en las concentraciones de los distintos aniones a analizar
puede originar fendmenos de sensibilidad cruzada (perdida de resolucion).

A Los tiempos de retencion cambian debido al cambio de la fuerza idnica y pH de la
fase mavil por lo que esta debe ser cuidadosamente controlada.
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A La contaminacién de los reactivos y/o del material de laboratorio empleados en la
preparacién de las muestras puede conducir a falsos positivos de los analitos de
interés o incrementar los limites de deteccion debido a elevadas lineas base.

A El sulfito puede causar un sesgo positivo para el sulfato, como consecuencia de su
oxidacién por el oxigeno disuelto, que es catalizada por cationes como Fe*" o Cu®".
Estos cationes pueden ser enmascarados ajustando el pH de la muestra a 10. También
puede anadirse una solucion de formaldehido con objeto de estabilizar el sulfito.

A Se debe investigar la presencia de metales de transicion o pesados que puedan
formar complejos solubles con los aniones estudiados y eliminarlos con ayuda de
intercambiadoras de cationes, por ejemplo cartuchos acondicionados en forma H* o
Na®.

5.3. TOMA Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

Se utilizan recipientes de polietileno para la toma de muestras. Se emplean
Unicamente recipientes nuevos o aquellos que se hayan aclarado repetidamente con
agua ultrapura. Con objeto de minimizar los riesgos de contaminacidn de las muestras,
no se utilizardn soluciones de detergentes fuertemente alcalinas ni acidos fuertes
minerales en las operaciones de limpieza de los recipientes. Si se va a realizar la
determinacion de nitrito, es conveniente llenar completamente el recipiente de
muestra para minimizar la presencia de oxigeno.

Después de la recepcidon de la muestra en el laboratorio, se filtra a través de un filtro
de membrana, de tamafio de poro de 0.45um, para evitar la adsorcién de los aniones
sobre la materia particulada y/o la actividad bacteriana. Se toman las medidas
adecuadas para evitar la contaminacién de la muestra por la membrana, por ejemplo,
desechando la primera porcidn del filtrado obtenido.

Se estabiliza la muestra enfriandola hasta una temperatura comprendida entre 4°C y
6°C si se realizan los andlisis en las siguientes 24 horas tras la toma de muestras; de lo
contrario se conservardn por congelacidn pero sin sobrepasar los 28 dias entre la toma
de muestra y el andlisis.

5.4. INSTRUMENTAL

El instrumental necesario para llevar a cabo este PNT es el siguiente:
A Material general de laboratorio.

A Estufaa105+5 °C.

A Balanza analitica, con 0.1 mg de resolucion.

A pH-metro.
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A Ultrasonidos.
A Jeringuillas con salida tipo Luer.
A Filtros de jeringa de nylon de 0.45 um de tamafio de poro y 13 mm de diametro.

A Membranas de filtraciéon de nylon de 0.45 um de tamafio de poro y 47 mm de
didmetro.

A Equipo de filtracién a vacio de 47 mm de diametro.

A Cromatégrafo idnico Methrom 792 IC BASIC equipado con un detector de
conductividad, bomba peristaltica, médulo de supresidén quimica e interface.

A Columna Metrosep A Supp 4, de 250 mm de longitud y 4.0 mm de didmetro interno,
empaquetada con particulas de alcohol polivinilico de 9 um de didametro recubiertas
de grupos amonio cuaternario.

A Precolumna Metrosep A Supp 4/5 Guard de 5 mm de longitud, 4.0 mm de didmetro
interno y particulas de 5 um de didmetro.

A Cartuchos de extraccion en fase sélida, SPE, de 0.5 mL de volumen Grace Davison
Discovery o similar:

Tabla 2: Descripcion de los cartuchos SPE empleados

Tipo de cartucho Funcion
IC-H Intercambia cationes por H'. Puede ser usado para la
eliminacién de cationes de la muestra y para reducir el pH
IC-A Elimina exceso de haluros (ClI', Br, I') formando sales de
& plata
IC-Ba Elimina exceso de sulfato precipitandolo como sulfato de
bario
IC-RP Eliminan componentes hidrofébicos, detergentes, 4cidos
organicos... Los iones inorganicos no son retenidos

5.5. REACTIVOS

Los reactivos que se utilizan durante el desarrollo de este PNT se indican a
continuacién. Todos ellos deben ser de calidad analitica para cromatografia.

A Fase movil concentrada 180 mM Na,CO3/170 mM NaHCOs. Se pesan 1.9078 +
0.0001 g de Na,CO3 y 1.4281 + 0.0001 g de NaHCOg3, se disuelven en un matraz de 100
mL con aproximadamente 25 mL de agua ultrapura y se enrasa hasta 100 mL con agua
ultrapura. Almacenar refrigerada (caducidad, 3 meses).

A Fase movil diluida 1.8 mM Na,COs/1.7 mM NaHCOs. Se diluyen 10 mL de la fase
movil concentrada a 1000 mL con agua ultrapura. Se filtra a través de membranas de
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nylon de 0.45 um de didmetro de poro y se somete a ultrasonidos durante 15 minutos
para eliminar los gases disueltos (caducidad, 1 dia).

A Disolucién regeneradora del sistema de supresion quimica postcolumna 50 mM
H,S0O4. Se toman 2.8 mL de H,SO,4 y se afiaden a un matraz de 1 L que contenga
aproximadamente 250 mL de agua ultrapura, finalmente se enrasa a 1 L con agua
ultrapura.

A Agua ultrapura para eliminar el exceso de acido (caducidad, 1 dia).

A Multipatrén de aniones concentrado que contenga 500 mg-L™* de F, CI'y Br', y 1000
mg-L* de NO,, NO; PO, y SO4>. Se pesan con precisién de + 1 mg las cantidades de
sal sédica o potasica anhidra, previamente secadas a 105 + 5 °C, que se indican en la
Tabla 3, y se disuelven en un matraz de 1 L con agua ultrapura (caducidad, 3 meses).
También se pueden emplear patrones comerciales de concentraciones similares.

Tabla 3: Reactivos para la preparacién de patrones

Anién . M molecular M molecular A’ Tiempo Masa Ca.
) Reactivo a P 4

(A) (g-mol-g™) (g-mol-g™) desec. (h) (g) mg-L
Fluoruro NaF 41.99 19.00 1 1.1050 500
Cloruro Nacl 58.44 35.45 2 0.8242 500
Nitrito NaNO, 69.00 46.01 1 1.4998 1000
Bromuro NaBr 102.90 79.90 6 0.6439 500
Nitrato NaNO; 84.99 62.01 24 1.3707 1000
Sulfato Na,S0, 142.04 96.06 1 1.4790 1000

A Muestras para el control de calidad interno, CCl. Se preparan las disoluciones
indicadas en la Tabla 4 a partir de un multipatréon concentrado de aniones distinto al
preparado anteriormente para la calibracién del equipo (caducidad, 1 dia).

Tabla 4: Concentraciones de las muestras para el control de calidad interno

CCly CCl,
Anién F,Cl, Br ‘ NO,, NOs, SO,~ | F,cCl,Br ‘ NO,, NO;, SO,”
Volumen (mL) de multipatrén
concentrado, enrasar a 100mL con 0.5mL 25 mL
agua ultrapura
Concentracion final 2.5 mgl” ’ 5mgL" 125 mg-L" ‘ 250 mg-L™"
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5.6. OPERACIONES PREVIAS

Fijar en el cromatdégrafo idnico las condiciones instrumentales indicadas en el Anexo I.
Rellenar los reservorios con la fase movil y purgar las bombas. Esperar a que la
respuesta de la linea base sea estable y menor de 20 pS cm™.

5.7. PROCEDIMIENTO

5.7.1. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRADO

Se realiza el calibrado instrumental mensualmente o cada 500 inyecciones.

Se preparan los patrones de calibrado de forma que se cubra el rango de trabajo
mediante dilucién de la solucion multipatréon de aniones concentrada, ver Tabla 5
(caducidad, 1 dia).

Tabla 5: Concentracién de los patrones de calibracion seleccionados

Anién Volumen (mL) de multipatrén concentrado, Concentracion
enrasar a 100 mL con agua ultrapura (mg A‘-L'l)
F-, CI, Br 0.5,25,5.0,7.5,10.0,12.5, 15
- - 5 0.1,0.5,1,15,2,25,3
NO,, NOs, SO4 1,5, 10, 15, 20, 25, 30

Se toma, con una jeringuilla de 5-10 mL con salida tipo Luer-Lock, agua ultrapura y se
pasa a través de un filtro de nylon de 0.45 pum acoplado a la salida de la jeringuilla para
eliminar particulas suspendidas. El filtrado es directamente introducido en el inyector
del equipo para comprobar la ausencia de sefial.

Para obtener la linea de calibrado se inyectan sucesivamente de la misma forma
porciones homogéneas de los multipatrones de calibrado. La identificacién de los
aniones se hace en base a los tiempos de retencién y la cuantificacion se realiza
midiendo el drea de picos de cada anidn.

Para asegurar la validez de las lineas de calibrado se deberd medir uno de los
multipatrones de calibracién al inicio de la sesidn de trabajo, cada diez muestras o al
finalizar la serie de muestras.

5.7.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Se analiza uno de los CCl, introduciendo una réplica al inicio y otra al final de cada
sesion de trabajo.

Una vez atemperadas las disoluciones, se comprueba que el pH de las muestras esta
dentro del rango admitido por la columna y precolumna; en caso de tener un pH 4cido
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se ajusta eluyendo la muestra por un cartucho de extraccion IC-H. Si en las muestras
estan presentes altas concentracion de haluros, sulfatos o iones inorganicos que
enmascaran la sefial de alguno de los aniones a cuantificar, se eluird la muestra por
el/los cartucho/s de extraccidon adecuado/s, IC-H, IC-Ag, IC-Ba o IC-RP, para reducir la
concentracién de anidn interferente.

Se realizan dos réplicas de cada muestra previamente filtradas con un filtro de nylon
de 0.45 um, diluyendo con agua desionizada, si fuese necesario, a concentraciones
dentro del rango de calibracién de cada anidn, y se inyectan en las mismas condiciones
que los patrones.

6. CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

6.1. CURVA DE CALIBRADO

Realizar el ajuste lineal por minimos cuadrados:
Y:a+b~CA, ec. 1

donde Y es el drea del pico medido en cuentas® ,C4" es concentracion de anidn en
mg-L"", b la pendiente de la linea de calibrado en cuentas L-mg™ y a la ordenada en el
origen de la linea de calibrado medida en cuentas.

Las condiciones a cumplir por las rectas de calibrado son: el coeficiente de correlaciéon
debe ser, r* > 0.996; y la pendiente y la ordenada, dependiendo del anién que se trate,
deberan estar comprendidas entre los siguientes valores:

Tabla 6: Intervalos de confianza de los parametros de calibracion
para la determinacién de aniones

A b ) a
(cuentas-L-mg ) (cuentas)

F 15.50< b <16.63 -10.05<a<0.30

cr 9.51<b<10.69 -9.85<a<1.15
NO, 6.48<b<7.08 -10.27<a<0.57

Br 3.80<b<4.02 -1.89<a<0.21
NO; 5.05<b<5.49 -7.72<a<0.57
S0~ 6.54<b<7.10 9.33<a<1.05
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A los patrones de control del calibrado se les permitira un error respecto al valor real
< 5%. En caso contrario, no se dara por buena la linea de calibrado almacenada y se
recalibrard de nuevo.

6.2. CONCENTRACION DE LA MUESTRA

La concentracion de anién de la muestra se calcula interpolando en la ecuacidn de la
linea de calibrado:

Y-a
b

Ca [mgA' ~L‘1]: ec.2

6.3. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Verificar que la columna es eficiente; para ello se comprobard que la separacion de los
picos de los patrones de control del calibrado llega a la linea base y los picos son
simétricos, esto es, que los valores limite de resolucién y asimetria son R > 1.3 y A;< 2.

Los valores obtenidos del analisis de las muestras de control de calidad interno se
incluirdn en los gréficos de control elaborados durante la validacion del método. Se
comprobarad la validez del método segun la tendencia de los valores representados.

Si el valor del %DER para una muestra medida es superior al valor objetivo impuesto
durante la validacion, %DER <15%, se realiza una tercera réplica y se recalcula el %DER
pudiendo rechazar una de las réplicas como valor andmalo.

6.4. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

La incertidumbre de la concentracidon del anidn en las muestras, /4, se estima para
cualquier concentracién del rango de medida interpolando en las ecuaciones
obtenidas durante la validacién del método:

Tabla 7: Ecuaciones que relacionan incertidumbre-concentracién de cada uno de los aniones

Fluoruro l-- =0.0680-(C_ )% Bromuro lg, =0.0807-(C, )"

Cloruro ler =0.0940-(C, )0-9786 Nitrato Ino, =0.0729 (CNO; )0-0963

Nitrito INOZ =0.0608- (CNO; )L0459 Sulfato ISO?, =0.0658-(C__, )+t

Seia
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6.5. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El valor de la incertidumbre se expresara con 2 cifras significativas. Si hay que suprimir
cifras, se redondeara la segunda al nimero inmediatamente superior.

El valor de la medida final o de la concentracidn se redondeard sobre el digito
correspondiente a la segunda cifra significativa de la incertidumbre.

Los resultados de nitrito y nitrato pueden expresarse como N-NO, y N-NO;
multiplicando por los siguientes factores de conversién:

Tabla 8: Factores de conversion

x 0.3043 x 3.2882 x 0.2259 x 4.4267
NO, ——> N-NO, —— NO; NO; —— N-NO; ——> NOs3

ANEXOS

A.l: CONDICIONES INSTRUMENTALES

Tabla 9: Condiciones instrumentales del cromatégrafo idnico

Caudal: 1 mL-min™
Tiempo de cromatograma 16 min
Pardmetros instrumentales Presién maxima: 12 MPa

Presién minima: 0 MPa
Conductividad: 0 uS~cm_1

Delay: 3.2 min
Anchura: 5 seg
. . » Pendiente: 3
Propiedades de integracion o 1
Altura minima: 0.1 pS-cm
Tipo de integracion: valle-valle

Tiempos de retencién (segun Tabla 10)

Método de calibracién: patrén externo
Base: Area
Formula: Y = KIX+KO
Peso estadistico 1

Condiciones de calibracion
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Tiempos de retencidn para cada anion:

Tabla 10: Tiempos de retencion indicados por el fabricante

Anién tg (min)

F 3.6
cr 5.1
NO, 6.0
Br 7.4
NO;’ 8.3

S0~ 14.0

A.ll: DIAGRAMA DE FLUJO DEL ENSAYO

DETERMINACION DE ANIONES

!

Acondicionamiento instrumental

v

LINEA DE CALIBRADO

BLANCO
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PATRONES
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Ajustar pH

Cartucho de
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-
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1. OBJETO

El objeto de este PNT es describir el ensayo para la determinacion de fenol en agua
mediante el método espectrofotométrico directo de la 4-aminoantipirina.

2. ALCANCE

Este PNT se aplica a la determinaciéon de fenol en aguas residuales y continentales no
tratadas.

El rango de trabajo es de 0.5 a 5 mg fenol-L™ y el de medida de 0.5 a 500 mg fenol-L™,
siendo la dilucién maxima permitida 1:200.

3. REFERENCIAS

A American Public Health Association. (1998). Standard methods for examination of
water and wastewater. 20th ed. APHA-AWWA-WPCF, Washington DC.

A ASTM D1783-01. (2012). Standard test methods for phenolic compounds in water.
American Society for Testing and Materials, ASTM.

A UNE 77053 (2002). Calidad del agua. Determinacion de fenoles. Asociacion Espafiola
de Normalizacion y Certificacion, AENOR.

A USEPA Method 420.1 (1983). Phenolics (Spectrophotometric, Manual 4-AAP With
Distillation). United States Environmental Protection Agency, EPA.

4. FUNDAMENTO

Este método es sensible a los fenoles —orto- y —meta- sustituidos y, en condiciones
adecuadas de pH, los sustituidos en posicién —para- por grupos carboxilo, halégeno,
metoxilo o acido sulfénico.

Los compuestos fendlicos destilados reaccionan con la 4-AAP a pH 7.9 en presencia de
ferricianuro potasico para formar un compuesto coloreado de antipirina. Este
colorante es estable en solucién acuosa y susceptible de medida fotométrica a una
longitud de onda de 506 nm.

5. METODOLOGIA

A continuacidon se describen las actividades a desarrollar, asi como los medios
necesarios para llevar a cabo este PNT.
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5.1. MEDIDAS DE SEGURIDAD

Durante la destilacién de la muestra, debido a las altas temperaturas que adquiere el
material, se deben emplear guantes de proteccién térmicos.

5.2. INTERFERENCIAS
Las interferencias potenciales del método pueden deberse a diferentes causas:

A Sustancias oxidantes tales como cloro y aquellas capaces de oxidar el yoduro a yodo
al acidificar. Se deben eliminar inmediatamente después de la toma de muestra
anadiendo un exceso de sulfato ferroso, FeSO,. Si no se eliminan las sustancias
oxidantes, los compuestos fendlicos se oxidaran parcialmente.

A Especies reducidas de azufre. Se eliminan por acidificacion a pH = 4 con 4cido
fosférico, afiadiendo sulfato de cobre y aireando la muestra brevemente por agitacion.
De esta manera, se eliminan las interferencias debidas al sulfuro y al sulfito.

A Aceites y alquitranes: El aceite o alquitran se extraen con 50 mL de cloroformo de la
solucién acuosa, alcalinizada a pH = 12 con hidrdoxido sddico. Se desecha la fase
organica que contiene el aceite o alquitran y se elimina el exceso de cloroformo de la
fase acuosa calentando al baifio Maria antes de proceder a la fase de destilacion.

A También pueden interferir concentraciones anormalmente altas de aminas
aromaticas y formaldehido que son eliminadas afiadiendo sulfato de amonio e
hidréoxido de sodio. En ambos casos posteriormente se acidifica y se procede a destilar.

5.3. TOMA Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

En las concentraciones a las que habitualmente se encuentran en las aguas residuales,
los fenoles pueden sufrir una oxidacidén bioldgica y quimica. Si no van a analizarse
dentro de las 4 h posteriores a su recogida, las muestras deben conservarse
acidificadas a pH = 4 con acido fosférico y refrigeradas a temperaturas inferiores a 4°C.
Las muestras asi conservadas pueden almacenarse en botes de vidrio borosilicatado y
analizarse dentro de las 24 horas después de su recogida.

Si se sabe que hay H,S 6 SO, en la muestra, se airea brevemente o se agita la muestra
con precaucion.

5.4. INSTRUMENTAL
El instrumental necesario para llevar a cabo este PNT es el siguiente:
A Material general de laboratorio.

A Manta calefactora eléctrica para matraces de 500 mL con T2 regulable hasta 450°C.
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A Equipo de destilacion compuesto por: matraz de 500 mL, pieza acodada de 75° para
destilacion, refrigerante Dimroth encamisado de 300 mm de longitud y colector de
105°.

A pH-metro.

A Espectrofotometro UV-visible con las siguientes especificaciones: ancho de cubeta
10 mm vy longitud de onda 506 + 1 nm.

5.5. REACTIVOS

Los reactivos que se utilizan durante el desarrollo de este PNT se indican a
continuacion. Todos ellos deben ser de calidad analitica.

A Agua ultrapura (caducidad, 1 dia).

A Acido fosférico (1:10). Diluir 10 mL de HsPO, al 85% hasta 100 mL con agua
ultrapura.

A Amoniaco 0.5 M. Diluir 31.6 mL de NH3 al 30% hasta 1 litro (caducidad, 2 meses).

A Solucién tampodn fosfato. Diluir 104.5 + 0.1 g de K;HPO4y 72.3 £ 0.1 g de KH,PO4 en
agua ultrapura hasta 1000 mL. El pH ha de ser 6.8 (caducidad, 2 meses).

A Solucién de 4-aminoantipiridina al 2%. Disolver la cantidad necesaria de reactivo
1 0.01 g en el volumen adecuado con agua ultrapura para el analisis diario (caducidad,
1 dia).

A Solucién de ferricianuro potasico al 4%. Disolver la cantidad necesaria de reactivo
+ 0.01 g en el volumen adecuado con agua ultrapura para el andlisis diario. Almacenar
en frasco topacio (caducidad, 1 dia).

A Patrén concentrado de fenol, 1000 mg fenol-L™*. Pesar 0.5000 + 0.0001 g de fenol y
diluir a 500 mL con agua ultrapura recién hervida y fria (caducidad, 3 meses).

A Muestras para el control de calidad interno, CCl. Se prepara una de las siguientes
disoluciones a partir de un patrén concentrado de fenol distinto al empleado en Ia
calibracién del equipo (caducidad, 1 dia):

Tabla 1: Concentraciones de las muestras para el control de calidad interno

CC|1 CCIZ
Volumen (mL) de patrén concentrado 0.5 mL 5 mL
enrasar a 1000 mL con agua ultrapura
Concentracion final 0.5 mg fenol-L™" 5 mg fenol-L™

5.6. OPERACIONES PREVIAS

Se fija en el espectrofotdmetro UV-vis la longitud de onda a 506 nm y se ajusta el cero
de absorbancia.
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5.7. PROCEDIMIENTO

5.7.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Los fenoles se pueden separar de la matriz no volatil por destilacion. Para ello, se
toman voliumenes de muestra ligeramente superiores a 500 mL y se ajusta el pH a
aproximadamente 4.0 con la disolucién de acido fosfdrico. Omitir la etapa de ajuste de
pH si la muestra se conserva como se describe en el apartado 5.3. A continuacion, se
vierten en el matraz de destilacién 500 mL de la muestra y cuando han destilado
aproximadamente 450 mL, se detiene la destilacion. Cuando la muestra deja de hervir,
se afiade 50 mL de agua desionizada caliente al matraz de destilaciéon y se continua
destilando hasta recoger un volumen total de 500 mL. Los destilados se almacenan
refrigerados a 4°C hasta su analisis

5.7.2. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRADO

Se realiza el calibrado instrumental diariamente.

Se preparan los patrones de calibrado de forma que se cubra el rango de trabajo
mediante dilucién de la solucién patrén de fenol concentrado. Se toman los siguientes
volumenes de patrén concentrado de fenol: 0 (blanco), 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y
0.5 mL, y se diluyen a 100 mL con agua ultrapura obteniéndose patrones de 0, 0.25,
0.5,1,2,3,4y5mg fenol-L* (caducidad, 1 dia).

Para asegurar la validez de las lineas de calibrado se deberd medir uno de los patrones
de calibracidn al inicio de la sesién de trabajo, cada diez muestras o al finalizar la serie
de muestras.

5.7.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Se analiza dos réplicas de uno de los CCl, al inicio de cada sesién de trabajo y al final.
Se realizan dos réplicas de cada muestra.

Se toman 100 mL de destilado de muestra o de CCl, o una porcidén que contenga no
mas de 5 mg de fenol y se diluye hasta 100 mL. Se realiza un blanco paralelamente.

Se tratan los patrones de la linea de calibrado, las muestras, el CCl y el blanco como
sigue: se afiaden 2.5 mL de la disolucién de amoniaco y 2 mL de tampon fosfato (pH
final aproximadamente 7.9). Se afiade a continuacién 1.0 mL de disolucién 4-AAP, 1.0
mL de disolucién KsFe(CN)e y se mezcla bien. Después de 15 minutos, se transfiere la
disolucion coloreada a las cubetas de vidrio de 1 cm y se lee la absorbancia de
patrones y muestras a 506 nm introduciendo en la cubeta de referencia el blanco.
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6. CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS
6.1. CURVA DE CALIBRADO
Realizar el ajuste lineal por minimos cuadrados:
UA=a+b-C. ec. 1

donde UA es la absorbancia proporcionada por el espectrofotometro en unidades de
absorbancia, Csno €s la concentracion de analito en mg fenoI-L'l, b la pendiente de la
linea de calibrado en UA L-mg fenol™ y a la ordenada en el origen de la linea de
calibrado medida en UA.

La pendiente y ordenada en el origen de la linea de calibrado deben estar incluidas en
los intervalos de confianza: 0.13 < b < 0.14 UA mg fenol™ y -0.0086 < a < 0.0141 UA. El
coeficiente de correlacién minimo debe ser r* > 0.996.

A los patrones de control del calibrado se les permitira un error respecto al valor real
< 5% para concentraciones medias o altas, e inferior al 10% para concentraciones
proximas al limite de cuantificacidn. En caso contrario, no se dara por buena la linea de
calibrado almacenada y se recalibrara de nuevo.

6.2. CONCENTRACION DE LA MUESTRA

La concentracion de anién de la muestra se calcula interpolando en la ecuacion de la
linea de calibrado:

Crenol [mgfenol' L'l]z UA-a

ec. 2

6.3. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Los valores obtenidos del andlisis de las muestras de control de calidad interno se
incluirdn en los graficos de control elaborados durante la validacidon del método. Se
comprobara la validez del método segun la tendencia de los valores representados.

Si el valor del %DER para una muestra medida es superior al valor objetivo impuesto
durante la validacién, %DER <15%, se realiza una tercera réplica y recalcula el %DER
pudiendo rechazar una de las réplicas como valor andmalo.
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6.4. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

La incertidumbre de la concentracidn de fenol en las muestras, lgno, Se estima para
cualquier concentracion del rango de medida interpolando en la ecuaciéon obtenida
durante la validacion del método:

)0.8667

ltenol = 0.1820-(C ec. 3

fenol

6.5. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El valor de la incertidumbre se expresara con 2 cifras significativas. Si hay que suprimir
cifras, se redondeara la segunda al nimero inmediatamente superior.

El valor de la medida final o de la concentracidn se redondeard sobre el digito
correspondiente a la segunda cifra significativa de la incertidumbre.

ANEXO: DIAGRAMA DE FLUJO DEL ENSAYO

DETERMINACION DE FENOL

v

Acondicionamiento instrumental

v v '

LINEA DE CALIBRADO BLANCO MUESTRAS
PATRONES Ajustar pH
Concentracion Respuesta l
fenol-L™* UAb
Mg Teno > Destilar 500 mL

l A\ 4

100 mL de muestra o patréon + 2.5 mL de amoniaco + 2 mL aprox. de tampén hasta pH 7.9 + 1 mL 4-

AAP + 1 mL ferricianuro

)

UV-vis (15 min) 506 nm
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1. OBJETO

El objeto de este PNT es describir el ensayo para la determinacién gravimétrica de
aceites y grasas, A&G, en aguas mediante extraccion en fase sdlida con n-hexano.

2. ALCANCE

Este PNT se aplica para la determinacién de A&G en aguas residuales y continentales
no tratadas.

El rango de ensayo y de medida es de 50 a 4000 mg A&G-L™.

Este PNT es aplicable a la determinacion de hidrocarburos relativamente no volatiles,
aceites vegetales, grasas animales, ceras, jabones, grasas y materias relacionadas. No
es aplicable a hidrocarburos ligeros (productos derivados del petréleo desde la
gasolina al fuel-oil) que se volatilizan a temperaturas por debajo de 70°C o aceites y
grasas poco Vviscosos que no se separen por filtracién.

3. REFERENCIAS

A American Public Health Association. (1998). Standard methods for examination of
water and wastewater, 20" ed. APHA-AWWA-WPCF, Washington DC.

A ASTM D4281-95 (2005). Standard Test Method for Oil and Grease (Fluorocarbon
Extractable Substances) by Gravimetric Determination. American Society for Testing
and Materials, ASTM.

A UNE 77037 (1983). Método de analisis de agua en vertidos industriales.
Determinacion de aceite y grasa total recuperable. Método de extraccidon de Soxhlet.
Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion, AENOR.

A USEPA Method 1664, revision B (2010). N-hexane extractable material (HEM; oil
and grease) and silica gel treated n-hexane extractable material (SGT-HEM; non-polar
material) by extraction and gravimetry. United States Environmental Protection
Agency, EPA.

4. FUNDAMENTO

El proceso de medida consiste en extraer los aceites y grasas del medio acuoso a un
medio orgdnico de la forma siguiente: la muestra, una vez acidificada a pH < 2 para
evitar la saponificaciéon y la formacién de emulsiones inestables, se filtra a través de un
filtro especifico para la determinacion de A&G en el cual quedan retenidos los aceites y
grasas que son posteriormente eluidos con n-hexano. El extracto final se filtra a través
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de Na,SO,4 para secarlo. Por ultimo, se evapora el disolvente, se deja enfriar en un
desecador y se pesa el residuo.

5. METODOLOGIA

A continuacidn se describen las actividades a desarrollar, asi como los medios
necesarios para llevar a cabo este PNT.

5.1. MEDIDAS DE SEGURIDAD

Realizar la extraccion de las muestras y la destilacion del disolvente en vitrina debido a
la alta toxicidad del n-hexano.

5.2. INTERFERENCIAS
Estas interferencias pueden deberse a diferentes causas:

A En la determinacion de aceites y grasas no se mide una cantidad absoluta de una
sustancia especifica. Mas bien, se determinan cuantitativamente grupos de sustancias
con caracteristicas fisicas similares sobre la base de su solubilidad comun. Los A&G que
pueden ser determinados son hidrocarburos relativamente no volatiles, aceites
vegetales, sebos animales, ceras, jabones, grasas y compuestos similares como lipidos
biolégicos y los hidrocarburos minerales. El n-hexano, ademas, tiene la capacidad de
disolver otras sustancias orgdnicas tales como compuestos organicos de azufre, ciertos
tintes organicos, detergentes... Por otro lado, los residuos mas pesados del petréleo
pueden contener una porcion significativa de materiales que no son extraibles con n-
hexano.

A El método no es aplicable para medir fracciones de bajo punto de ebullicidon que se
volatilizan a temperaturas por debajo de 70°C durante la eliminacion del disolvente,
como hidrocarburos de cadena corta y aromaticos sencillos.

5.3. TOMA Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

Las muestras recogidas no deben subdividirse para la realizacion de réplicas, por lo que
se deben recoger de forma separada, en envases de vidrio de boca ancha y aclarados
previamente con n-hexano para eliminar todo vestigio de aceite y grasa. El volumen de
muestra que debe recogerse es aquel que proporcione una cantidad de aceite y grasa
comprendida entre 50 y 1000 mg A&G-L™. Se marca el frasco de muestra a la altura del
menisco de agua para la determinacidn del volumen de la muestra. Si la muestra no ha
sido acidificada en el momento de su recogida, se afiade al frasco de muestra HCl o
H,S04 (1:1) hasta que el pH < 2. Analizar antes de 28 dias.
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5.4. INSTRUMENTAL
El instrumental necesario para llevar a cabo este PNT es el siguiente:
A Material general de laboratorio.

A Equipo de filtracién a vacio para filtros de 47 mm de didmetro, marca Scharlab (ver
Anexo Al).

A Tubos Nessler de vidrio de 100 mL de capacidad y 28 mm de didmetro.

A Filtros SPE Pacific TM O&G Disk 1664-47-HT de Horizon Technologies de 47 mm de
diametro especificamente disefiados para este método.

Desecador con llave de vacio.

Papel de filtro de 15 cm de didmetro Whatman n2 40 o equivalente.

Matraces redondos de cuello corto de 250 mL de capacidad y peso inferior a 110 g.
Embudos de vidrio de 70 mm de didmetro.

Probetas graduadas con volimenes comprendidos entre 100 mLy 2000 mL.
Balanza analitica con 0.0001 g de resolucién y 110 g de fondo de escala.

Rotavapor a 70 £ 5°C.

Bomba de vacio de membrana.

pH-metro o papel indicador de pH.

R S T T T

Estufa de aire forzado a 105 + 5°C.

5.5. REACTIVOS

Los reactivos que se utilizan durante el desarrollo de este PNT se indican a
continuacidn. Todos ellos deben ser de calidad analitica.

A Agua bidestilada (caducidad, 1 dia).

A Solucién acido clorhidrico (1:1). Afadir lentamente y mientras se agita HCI
concentrado sobre agua bidestilada, mezclando volumenes iguales. Alternativamente
se puede utilizar H,SO4, preparado de la misma manera.

A Metanol (caducidad, ver envase).

A Sulfato soédico anhidro secado a 200-250 °C durante 24 h y almacenado en
desecador hasta su uso (caducidad, ver envase).

A n-hexano con una pureza minima de 85% y menos de 0.0001% de residuo seco
(caducidad, ver envase).

A Muestras para el control de calidad interno, CCl. Se prepara una de las siguientes
mezclas:
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+ CCly, mezcla 50 mg A&G-L™. Se pesan 0.0250 g de acido estedrico y 0.0250 g de
hexadecano, se afiaden a un matraz de 1 Ly se enrasa con agua bidestilada. La suma
total de la masa de los reactivos debe ser 0.0500 + 0.0001 g (caducidad, 1 dia).

+ CCl,, mezcla 250 mg A&G-L. Se pesan 0.1250 g de acido estedrico y 0.1250 g de
hexadecano, se afiaden a un matraz de 1 L y se enrasa con agua bidestilada. La suma
total de la masa de los reactivos debe ser 0.2500 + 0.0001 g (caducidad, 1 dia).

5.6. PROCEDIMIENTO

Se analiza una réplica de uno de los CCl al inicio de cada sesion de trabajo.
Realizar dos réplicas de cada muestra y un blanco paralelamente.

A Preparacion de la muestra

A la llegada de la muestra al laboratorio, se marca el menisco en el recipiente que la
contiene. Se mide el pH y se acidifica la muestra a pH < 2 con HCl 1:1 y se refrigera. El
volumen de muestra analizado se determina después de su analisis rellenando la
botella que contenia la muestra con agua hasta la linea marcada antes de la
acidificacién y midiendo el volumen de agua empleado con una probeta.

A Preparacion del matraz

Se secan los matraces redondos de 250 mL en la estufa a 105°C durante 2 horas y se
almacenan en un desecador. Antes de iniciar el andlisis se pesan en la balanza
analitica. Los matraces deben ser manipulados en todo momento con guantes o
pinzas.

A Preparar el equipo de filtracidn

Se introduce un tubo Nessler dentro del quitasato y se coloca el filtro SPE con la cara
rugosa hacia arriba. A continuacidn se lavan las paredes del embudo el equipo de
filtracion con una alicuota de 10 mL de n-hexano hasta que el filtro esté totalmente
empapado por el disolvente; se esperan 5 segundos y se aplica vacio recogiendo el
disolvente en el tubo Nessler. Se hace un segundo lavado con otros 10 mL de n-hexano
aplicando vacio durante 1 minuto hasta que el filtro esté seco. Se recupera el n-hexano
por destilacion.

Si la muestra contiene elevada cantidad de sélidos en suspensién puede ser
recomendable colocar sobre el filtro de aceites y grasas un prefiltro de fibra de vidrio
para evitar la colmatacion del filtro SPE y reducir el tiempo de filtracion.

A Acondicionamiento del filtro

Se humedece el filtro SPE con 10 mL de metanol hasta que el filtro esté totalmente
sumergido, evitando que se seque; se espera 5 segundos y se aplica vacio nuevamente
recogiendo el metanol en el tubo Nessler, y descartdandolo a continuacién.
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Seguidamente se lava el filtro con 20 mL de agua para eliminar el residuo de metanol
evitando que el filtro se seque. Se retira el tubo Nessler del montaje.

A Extraccion de las muestras

Una vez acondicionado el filtro se filtra la muestra lentamente a vacio, minimizando el
contacto de la muestra con el embudo, para evitar la adsorcién de los aceites y grasas
a las paredes, no llenando para ello mas de 2/3 del volumen del embudo. Para
muestras con muchos sélidos en suspension se deja decantar, se filtra el sobrenadante
primero y se vierte el sélido al final antes de que se seque el filtro. Si quedan sélidos
adheridos a las paredes de la botella y del embudo, se pueden arrastrar con agua;
también se puede emplear una espdatula dejando el residuo encima del filtro.

Una vez que la muestra se ha filtrado totalmente, se continda secando el filtro
haciendo vacio no mds de 8 minutos para evitar la pérdida de compuestos volatiles. Si
gueda una capa de sedimento humedo en el filtro se mezclan 5 g de sulfato de sodio
con una espatula, hasta que el sedimento aparezca seco, granulado y suelto.

A Elucion del analito

Se desecha el liquido del quitasato, se introduce dentro un tubo Nessler y se acopla al
resto del equipo de filtracion. Se lavan las paredes de la botella que contenia la
muestra con 3 porciones de 10 mL de n-hexano agitando durante un minuto,
anadiéndolo a continuacién al embudo y haciendo vacio para que filtre lentamente. Se
lavan las paredes del embudo con otras tres porciones de 15 mL de n-hexano vy, por
ultimo se vierten otras dos porciones de 15 mL de n-hexano haciendo nuevamente
vacio hasta que se haya transferido todo al tubo Nessler.

A Secado del extracto

Se filtra el extracto de n-hexano a través de un embudo cdénico en el que se ha
colocado un filtro Whatman n2 40 o similar de 15 cm de didmetro y 10 g de sulfato de
sodio. El filtrado seco se recoge en un matraz redondo de 250 mL almacenado en
desecador y previamente pesado. Una vez filtrado el extracto se lava el tubo Nessler
con 15 mL de n-hexano y el filtrado se junta con la porcidn anterior. Se lava el filtro con
n-hexano limpio juntandolo con las porciones anteriores.

A Eliminacion del disolvente

Se destila el n-hexano en un rotavapor a 70°C. Cuando la destilacion esté finalizando se
aplica vacio unos segundos para destilar el n-hexano final. Por ultimo se introduce el
matraz en un desecador, se hace vacio hasta alcanzar la temperatura ambiente y se
pesa en la balanza analitica.
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6. CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

6.1. CONCENTRACION DE LA MUESTRA

La concentracidn de aceites y grasas en las muestras se calcula segun:

Cac [mg AG-L ]: n A _\(/Pf_B ). 10° ec. 1
M

donde Cags €s la concentracion de A&G en la muestra, mg-L'l, P;y Psson las masas del
matraz antes y después de la determinacion de A&G, medidas en g, Pi.g y Pgg, son las
masas del matraz antes y después de la determinacion del blanco, medidas en gy V,, el
volumen de muestra, mL.

6.2. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Los valores obtenidos del andlisis de las muestras para el control de calidad interno se
incluirdn en los gréaficos de control elaborados durante la validaciéon del método. Se
comprobarad la validez del método segun la tendencia de los valores representados.

Si el %DER para una muestra medida es superior al valor objetivo impuesto durante la
validacién, %DER <15%, se realiza una tercera réplica y recalcula el %DER pudiendo
rechazar una de las réplicas como valor anémalo.

6.3. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

La incertidumbre de la concentracidon de A&G en las muestras, I4g6, se estima para
cualquier concentracién del rango de medida interpolando en la siguiente ecuacion,
obtenida durante la validacién del método:

lagc =0.4136:(C o) "™ ec. 2

6.4. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El valor de la incertidumbre se expresara con 2 cifras significativas. Si hay que suprimir
cifras, se redondeara la segunda al nimero inmediatamente superior.

El valor de la medida final o de la concentracidon se redondeard sobre el digito
correspondiente a la segunda cifra significativa de la incertidumbre.
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ANEXOS
A.l: ESQUEMA DEL EQUIPO DE FILTRACION A VACIO
Embudo
Posicion del
filtro de SPE
Soporte A bomba de
vacio
Ouitasato
A.ll: DIAGRAMA DE FLUJO DEL ENSAYO
DETERMINACION DE ACEITES Y GRASAS
A \ 4
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v
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v

\ 4
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v
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Elucion del analito
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v
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Secado del extracto
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