RESOLUCION OIV-OENO 418-2013

GUIA PRACTICA PARA LA VALIDACION, EL CONTROL DE CALIDAD Y LA ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE UN METODO DE ANALISIS ENOLOGICO

LA ASAMBLEA GENERAL,

VISTO el articulo 2 parrafo 2 iv del Acuerdo del 3 de abril de 2001 por el que se crea la Organizacién
Internacional de la Vifia y el Vino,

CONSIDERANDO los trabajos de la Subcomisién “Métodos de Analisis” de la OlV,

CONSIDERANDO la Resolucién OENO 7/1998, sobre el principio de validacion, que aparece en el
Compendio de los métodos internacionales de andlisis de los vinos y mostos,

CONSIDERANDO la Resolucion OENOQ 7/2000, sobre el limite de deteccién y el limite de cuantificacion
estimados incluidos en el Compendio de los métodos internacionales de analisis de los vinos y
mostos,

CONSIDERANDO la Resolucién OENO 10/2005, sobre la Guia Practica para la validacién, el control de
calidad y la estimacién de la incertidumbre de un método habitual de andlisis enolégico, incluido en
el Compendio de los métodos internacionales de andlisis de los vinos y mostos,

DESTACA la importancia de ayudar a los laboratorios de enologia que practican analisis en serie en
sus procedimientos de validacion de un método estandarizado, usual, interno o alternativo, dotado
de herramientas estadisticas para valorar ciertas caracteristicas y reflejar los cambios en la normativa,

y

CONSIDERANDO que solo los métodos publicados en el Compendio de los métodos internacionales
de andlisis de los vinos y mostos de la OIV o en el Compendio de los métodos internacionales de
andlisis de las bebidas espirituosas de origen vitivinicola de la OIV tienen un cardcter oficial de
referencia y son aplicables para el control y reglamento de discrepancias;

DECIDE, sin perjuicio de los documentos que figuran en el anexo E del Compendio de los métodos
internacionales de andlisis de los vinos y mostos, adoptar y publicar independientemente la guia
“Guia practica para la evaluacién, el control de calidad y el estudio de incertidumbre de un método
de anélisis enolégico” adjunta.
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Guia préctica para la validacién, el control de calidad y la estimacion de la incertidumbre de un

método de andlisis enoldgico

Advertencia: Esta guia no constituye un documento de referencia sino solo de informacion. Los
métodos que figuran en las lineas directrices no pueden ser considerados como métodos de
referencia de la misma manera que los que figuran en el Compendio de los métodos internacionales
de andlisis de los vinos y mostos de la OIV o en el Compendio de los métodos internacionales de
analisis de la bebidas espirituosas de origen vitivinicola de la OIV. Solo los métodos publicados en el
Compendio de los métodos internacionales de andlisis de los vinos y mostos de la OIV o en el
Compendio de los métodos internacionales de analisis de las bebidas espirituosas de origen
vitivinicola de la OIV tienen caracter oficial y son aplicables para el control y reglamento de

discrepancias.
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1. Objeto

La presente guia tiene por objeto asistir a los laboratorios de enologia que realizan analisis en serie
en sus procedimientos de validacién, control de calidad interno y estimacién de la incertidumbre de
los métodos alternativos que aplican.

La guia presenta un enfoque practico sobre la evaluacion, el control de calidad y el estudio de
incertidumbres en los métodos de analisis enoldgicos. Debe considerarse sencillamente como una
ayuda auxiliar de laboratorio. Se recomienda encarecidamente consultar otros documentos,
normativas o estatutos publicados o editados por organizaciones de prestigio internacional,
especialmente aquellos documentos publicados o editados por entidades de acreditacién.

Se trata de un documento completo, que recoge los diferentes célculos estadisticos para la validacién
de un método, los controles internos de calidad, programas de intercomparacion entre laboratorios y
el cdlculo de incertidumbres.

Los ensayos propuestos en los planes de experimentacién de la guia deben llevarse a cabo en
condiciones de precision intermedia o de reproducibilidad.

El laboratorio debera verificar la coherencia de los resultados:

a. La homogeneidad de la varianza en una misma serie a través de la prueba de Cochran y la
coherencia de la desviacion estandar dentro de una misma serie tras fijar la desviacion
estandar segun el método normativo para resultados.

b. Los resultados de la distribucion gaussiana y los que no tienden a esta entre las series de
datos existentes cuando los resultados estan disponibles en diferentes series.

2. Preambulo

La norma internacional ISO 17025 precisa que, al aplicar un método analitico alternativo, los
laboratorios acreditados deben comprobar la calidad de los resultados obtenidos, y determina varias
etapas para ello. La primera consiste en definir las exigencias del cliente en cuanto al pardametro
considerado, para determinar seguidamente si el método utilizado responde a las mismas. La
segunda etapa integra una validacion inicial del método, dirigida a realizar una valoracién de las
caracteristicas. Para no generar confusion entre la nocién de «validacién interlaboratorios» definida
en la presente Guia para los Métodos OIV de estédndar [, Il y lll, se utilizard el término de
«evaluacién» en lugar del de «validacién». Una vez validado y aplicado el método, los laboratorios
deben utilizar medios de control y ajuste que permitan supervisar las caracteristicas y calidad de los
resultados obtenidos. Finalmente, deben estimar la incertidumbre asociada a los resultados
obtenidos.
La presente Guia ha sido redactada preferentemente para los laboratorios de enologia que realizan
andlisis de series relativamente importantes de muestras de vino o de mosto. Delimitando asi el
campo de aplicacidn, se ha podido realizar una seleccién ajustada y pertinente de las herramientas
mas adaptadas. Esta Guia se ajusta estrictamente a las normas internacionales, cuyas referencias se
proporcionan en la bibliografia adjunta al final del documento. Los capitulos de los que se compone
incluyen ejemplos de aplicaciones que han sido realizadas en los laboratorios de enologia que
emplean estas herramientas.
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Los redactores de esta Guia desean hacer constar que las herramientas matematicas que a
continuacion se presentan deben ser analizadas con espiritu critico. Antes de proceder a su
aplicacién, el laboratorio debe comprobar si el método permite servirse de las herramientas de las
que dispone. Por otro lado, el laboratorio no debe conformarse con los resultados que haya obtenido
mediante las herramientas que se le proponen, sino que debe comprobar su pertinencia y significado.
Cuando lo consideran necesario, los redactores sefialan los puntos que bien merecen una reflexién
mas profunda.

3. Referencias normativas

Las siguientes referencias normativas son indispensables para la aplicacién del presente documento.
En caso de que las referencias tengan una fecha dada, solo se debera utilizar la edicién que se cite.
En caso de que las referencias no expresen una fecha en concreto, se deberd utilizar la edicion mas
reciente del documento (incluyendo modificaciones).

GUIA ISO 99: Vocabulario internacional de metrologia: conceptos fundamentales y generales y
términos asociados (VIM).

I1SO 5725-2: Exactitud (veracidad y precision) de resultados y métodos de medicion. Parte 2: Método
béasico para la determinacidon de la repetibilidad y la reproducibilidad de un método de medida
normalizado.

ISO 8258: Graficos de control de Shewhart.

ISO 11352: Determinacion de la incertidumbre en las medidas segun los datos de la evaluacién y del
control de calidad.

NF T90-210: Protocolo de evaluacion del rendimiento de un método inicial en un laboratorio.£

4. Ambito de aplicacién

Las normas que regulan los diversos procedimientos descritos en esta Guia son varias y distintas; sin
embargo, hemos estimado conveniente proponer una guia de aplicacién unica, por considerar que
los procedimientos constituyen un todo indivisible al ser utilizados por los laboratorios en su rutina.
La Guia determina las condiciones en las que los laboratorios deben aplicar los procedimientos para
garantizar la calidad y cumplir con los requisitos de la norma ISO 17025. Asimismo, permite
comprobar el resultado de un método de analisis, asegurarse de que satisface las necesidades, y
verificar su permanencia en el tiempo.

Antes de aplicar un método de analisis, el laboratorio debe dar los siguientes pasos:

4.1.  Definir la necesidad

El laboratorio debe definir las necesidades que pretende cubrir (demanda del cliente, criterios
econdémicos, normativa, etc.) y determinar el tipo de aportacidn que el método debiera realizar para
satisfacer dichas necesidades.
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4.2. Elegir el método

En funcion de las necesidades que haya definido, el laboratorio puede optar entre diversos métodos:
e Método estdndar o comunmente reconocido, cuyas caracteristicas han sido determinadas

por un procedimiento intralaboratorio.

Método estandar o cominmente reconocido, con ajustes técnicos menores que no afectan

al principio del mismo.

Método publicado y comunmente reconocido, que no ha sido objeto de validacién

intralaboratorio (par ejemplo, métodos OIV de estandar IV).

Método desarrollado a nivel interno.

4.3. Evaluar las hecesidades técnicas

Una vez elegido el método, el laboratorio debe evaluar sus necesidades técnicas {materiales,
reactivos, competencias, etc.).

4.4. Desarrollar y valorar el método

Antes de practicar un determinado método, el laboratorio debe realizar una valoracién inicial, que
depende del método elegido. Una vez realizada la valoracién inicial, el laboratorio acepta el método
y procede a su aplicacion.

4.5. Controlar permanentemente la calidad de los resultados

El laboratorio debe realizar un control permanente sobre la calidad de los resultados, realizando una
evaluacidn periddica de los datos de precision (error aleatorio) y de veracidad (error sistematico), asi
como una estimacién de la incertidumbre.

La presente guia describe todas estas etapas.

5 Terminologia general

A continuacién, se indica la definicion de los términos utilizados en el presente documento. Los
términos han sido extraidos de las referencias normativas que aparecen en la bibliografia; en
particular, de la actualizacidn del VIM (Vocabulario Internacional de Metrologia).

5.1. Sesgo de medida
Sesgo o estimacion de un error de medida sistematico.

5.2. Anaélisis del blanco

Ensayo realizado en ausencia de matriz (blanco reactivo) o sobre una matriz que no contiene el
analito (blanco matriz).
Es esencial que el laboratorio precise el tipo de blanco.

5.3. Calibrado (de un instrumento de medida) {En inglés, gauging)

Posicionamiento material de cada referencia {en ciertos casos, solo de algunas referencias
principales) de un instrumento de medida, en funcion del valor correspondiente del mesurando. Se
trata de un caso aplicado de calibracion.
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5.4. Condicién de precision intermedia

Condicion de medida, dentro de un conjunto de condiciones, que incluye el mismo procedimiento de
medida, mismo lugar y medidas repetidas del mismo objeto u objetos similares por un periodo
amplio de tiempo, pero que puede incluir otras condiciones que puedan introducir variaciones.

5.5. Condicion de repetibilidad

Condicion de medida, dentro de un conjunto de condiciones, que incluye el mismo procedimiento de
medida, mismos operadores, mismo sistema de medida, mismas condiciones de operacién y mismo
lugar, asi como medida repetidas del mismo objeto o de objetos similares en un intervalo corto de
tiempo.

5.6. Condiciones de reproducibilidad

Condicién de medida, de un conjunto de condiciones, que incluye diferentes lugares, operadores,
sistemas de medida y medida repetidas de los mismos objetos u objetos similares.
5.7. Ambito de aplicacién del método de analisis

Combinacion de diferentes tipos de matriz y el rango de concentracién de analito a la que se aplica el
método de analisis.

5.8. Ambito de medida

Conjunto de valores de magnitudes de misma naturaleza que un instrumento o un sistema de
medida puede medir, con una incertidumbre instrumental especificada, en unas condiciones
determinadas.

5.9. Desviaciéon maxima permitida (DMP)

La DMP es un criterio de aceptacidon en torno al valor de referencia aceptado, definido en base a
requisitos reglamentarios o normativos o informativos o a peticiones del cliente o elegido por el
propio laboratorio.

5.10. Desviacion estandar

Para una serie de n medidas del mismo mesurando, magnitud s que caracteriza la dispersion de los
resultados, dada por la férmula:

siendo xi el resultado de la i medida y x la media aritmética de los n resultados considerados

5.11. Desviacién estandar de precision intermedia

Desviacidn estandar de repeticiones obtenidas en condiciones de precisién intermedia.

5.12. Desviacién estandar de repetibilidad
Desviacidn estdndar de repeticiones obtenidas en condiciones de repetibilidad.

5.13. Desviacién estandar de reproducibilidad
Desviacién estandar de repeticiones obtenidas en condiciones de reproducibilidad.
5.14. Error aleatorio

Componente del error de medida que, en condiciones de repetibilidad, varia de manera impredecible.
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5.15. Error de medida
Valor medido de una magnitud menos el valor de la magnitud de referencia.
5.16. Error sistematico

Componente del error de medida que, en condiciones de repetibilidad, se mantiene constante o
varia de una manera predecible.

NOTA: se puede aplicar una correccion al error sistemdtico conocido.
5.17. Calibracién

Operacidn que, en condiciones determinadas, permite establecer, en una primera etapa, la relacion
entre los valores y las incertidumbres de medida y los valores correspondientes a las incertidumbres
asociadas, y que, en una segunda etapa, utiliza dicha informacién para establecer una relacion que
permita obtener un resultado de medida a partir de una indicacion.

5.18. Exactitud de medida

Grado de concordancia entre el valor medido y el valor verdadero del mensurando.
El término «exactitud, aplicado a un conjunto de resultados, incluye una combinacion de
componentes aleatorios (precisién) y de un error sistemdtico comin o de un componente de sesgo
(veracidad).

5.19. Precision de medida

Grado de concordancia entre las indicaciones o los valores obtenidos mediante medidas repetidas de
un mismo objeto u objetos similares, en condiciones especificas.

NOTA 1: La precisién depende sélo de la distribucidn de los errores aleatorios y no se relaciona con el
valor verdadero o especificado.

NOTA 2: La precisién se suele expresar numéricamente por caracteristicas tales como la desviacion
estandar o el coeficiente de variacion en las condiciones especificadas.

NOTA 3 Las condiciones especificadas pueden ser, por ejemplo, condiciones de repetibilidad,
condiciones de precisidn intermedia o condiciones de reproducibilidad.

5.20. Magnitud (medible)

Atributo de un fendmeno, de un cuerpo o de una sustancia susceptible de ser distinguido
cuantitativamente mediante un nimero y una referencia.

5.21. Incertidumbre de medida

Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos al mesurando, en base
a las informaciones utilizadas.

5.22. Veracidad de la medida

Grado de concordancia entre la media de un numero infinito de valores repetidos de magnitud
medidos y un valor de magnitud de referencia.

NOTA 1: La veracidad de la medida varia en sentido inverso al error sistematico, pero no esta ligado
al error aleatorio.
NOTA 2: La medida de la veracidad suele expresarse en términos de sesgo.
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5.23. Limite de deteccién

Valor medido, que se obtiene por un proceso de medida determinado, para lo cual la probabilidad de
declarar falsamente la ausencia de un componente en un material es B, dada la probabilidad de a de
declarar falsamente su presencia.

5.24. Limite de cuantificacion del método

Concentracion o cantidad mas pequeia del analito a examinar que puede ser determinada
cuantitativamente, con una incertidumbre aceptable, en las condiciones experimentales descritas en
el método.

En ausencia de normativa o de requisitos reglamentarios, la incertidumbre sobre el limite permitido
de cuantificacién es del 60 % del limite de cuantificacién, por convencién.

5.25. Material de ensayo
Material o sustancia al cual debe aplicarse el método de analisis considerado.

5.26. Material de referencia (MR)

Material suficientemente homogéneo y estable con relacién a una o mas propiedades especificadas,
que hayan sido establecidas por ser apropiadas para su uso especifico en la investigacién del error de
medida.

5.27. Material de referencia certificado (MRC)

Material de referencia acompariado de un certificado emitido por una autoridad cuyo(s) valor(es) de
propiedad(es) esté{estén) certificado(s) por un procedimiento que establezca su incertidumbre y
trazabilidad asociadas, obtenido mediante procedimientos validos.

5.28. Matriz

Conjunto de los constituyentes de la muestra aparte del analito.
Por extensidn, una matriz es definida por el analista como un conjunto de muestras que se
caracteriza por un comportamiento homogéneo en relacion al método analitico utilizado.

5.29. Medida, prueba o ensayo
Proceso que consiste en obtener experimentalmente uno o varios valores que pueden atribuirse

razonablemente a una magnitud.

5.30. Mesurando

Magnitud que se pretende medir.

5.31. Método de medida

Descripcion general de la secuencia légica de operaciones utilizadas en una medida.
5.32. Modelo de calibracién

Relacion matematica que asocia el valor informativo y el mesurando, como la concentracidn en
analitos dentro un intervalo especifico.
Ejemplo de funcidon de medida: modelo lineal, modelo cuadratico modelo new rational.

NOTA: Un método de andlisis alternativo puede consistir en una simplificacién del método de
referencia.
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5.33. Media

Para una serie de n medidas del mismo mesurando, el valor medio viene dado por la férmula:
n

D i

F=1=1
n

siendo xi el resultado de la i medida.
5.34. Resultado de la medida

Conjunto de valores de una magnitud atribuidos a un mensurando acompanados de cualquier otra
informacién relevante disponible.

NOTA: Un resultado de medida se expresa generalmente como un valor medido Unico y una
incertidumbre de la medida.

5.35. Valor de referencia aceptado

Valor que sirve de referencia, aceptado para una comparacion y que resulta:

a) de un valor tedrico o establecido, basado en los principios cientificos

b) de un valor asignado o certificado, basado en los trabajos experimentales de una organizacién
nacional o internacional

c) de un valor de consenso o certificado, basado en un trabajo experimental colaborativo y realizado
bajo los auspicios de un grupo cientifico o técnico

d) en el caso de que a), b) y c) no se apliquen, de la esperanza de la cantidad (medible), es decir, del
promedio de una poblacién especifica de medidas

En el contexto especifico de la presente guia, el valor de referencia aceptado (o valor verdadero
convencional) de la muestra resulta, segun las posibilidades:
- del valor del certificado de un material de referencia certificado
- del valor de consenso derivado de una comparacidn interlaboratorios
- de la media aritmética de los valores de las medidas repetidas utilizando el método de
referencia, corregida por sesgo segun las estimaciones del sesgo procedentes de las medidas
paralelas de otros materiales de referencia de otro tipo
- del valor objetivo por adicion del analito a una matriz representativa del ambito de aplicacion

5.36. Varianza

Cuadrado de la desviacién estandar.

6. Principios generales: el error de medida

Cualquier medida realizada mediante el método estudiado da un resultado. Este tiene
inevitablemente asociado un error de medida, definido como la diferencia entre el resultado
obtenido vy el valor verdadero del mesurando. En la practica, el valor verdadero del mesurando es
imposible de determinar, lo que obliga a utilizar un valor convencionalmente aceptado como tal.
El error de medida esta formado por dos componentes:

Error de medida

Valor verdadero = Resultado del analisis + Error sistematico + Error aleatorio
Certificado conforme
Bucarest, 7 de junio de 2013

El Director General de la O1V
Secretario de lo Asamblea general

Federico CASTELLUCC!
© OIV 2013
11



En la practica, el error aleatorio se considera cero segun las condiciones de medida relevantes y el
error sistematico es el negativo del sesgo (segun las mismas condiciones).

Las herramientas de control de la calidad permiten evaluar los errores sistematicos y los errores
aleatorios, y seguir sus evoluciones en el tiempo. Permiten también estimar la incertidumbre
asociada al resultado del andlisis.

7. Validacién inicial de un método de andlisis enolégico

7.1. Metodologia

En funcién cuanto sepamos acerca de las caracteristicas de un determinado método, los criterios de
evaluacion serdan mas o menos completos.

Si el laboratorio adopta un método cuyas caracteristicas son consensualmente reconocidas,
especialmente en el caso de los métodos estandar, podrd llevar a cabo un estudio limitado para
evaluar el resultado del método en laboratorio. Si el laboratorio adopta un método, lo modifica o ha
desarrollado su propio método, entonces debera implementar un proceso de validacién més amplio,
para garantizar el conocimiento de todas las caracteristicas relevantes del método.
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¢ Qué método de analisis?

Método cuyas caracteristicas se reconocen dentro del Método desarrollado por el laboratorio, modificado,
campo de aplicacién previsto. adaptado, o utilizado fuera de su campo de aplicacion.
v {F
Evaluacién del rendimiento del método en laboratorio. Estudio de las caracteristicas del método.
v v
Protocolos basicos limitados: Disefio de experimentos adaptados y busqueda de
- Precisién del perfil. caracteristicas pertinentes.

- Comprobacion de los LQ y LD, en su caso.

La validacién de un método pasa, en todos los casos, por 3 etapas principales:

- Definicién de las necesidades.
- Evaluacidn del resultado y de las caracteristicas.
- Aceptacion del método.
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El laboratorio dispone de herramientas de validacién, adaptadas a las distintas necesidades. Es

responsabilidad del laboratorio elegir las herramientas pertinentes mejor adaptadas al método a
validar.
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ETAPA

SUBETAPA 1

SUBETAPA 2

Definicion de las necesidades

Estudio de los resultados y
caracteristicas

Conclusiones y adopcién del
método

Marco de validez

Precision del método

Veracidad del método

Campo de aplicacidn
Escala de valores
Nivel de resultado requerido

Matrices analizables

Estudio de la funcion de
calibracién

Estudio de los limites de
deteccion y cuantificacion
Robustez

Estudio del rendimiento de
extraccion

Estudio de especificidad

Estudio de la repetibilidad
Estudio de la  precisién
intermedia

Estudio del perfil de veracidad
Comparacion con otros
sistemas de analisis

Sintesis de los resultados del
método
Declaracion de la validez del
método

7.2. Primera etapa: definicién de las necesidades

Las necesidades se definen de acuerdo a los requisitos determinados por el uso previsto del método.
Dichos requisitos pueden ser de varios tipos:

- Requisitos técnicos

- Requisitos normativos

- Requisitos reglamentarios
- Requisitos del cliente

- Otros ...

Estos requisitos deben, siempre que sea posible, traducirse en criterios cuantitativos (precision,
exactitud, LQ, etc.). Con la validacién se pretende comprobar la compatibilidad de los resultados
reales del método con los resultados previstos.

© 0lv 2013
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7.2.1. Definicion de las matrices analizables

La matriz es el conjunto de los constituyentes del material de ensayo aparte del analito.

Si estos constituyentes pueden influir en el resultado de una medida, conviene que el laboratorio
defina las matrices sobre las cuales el método es aplicable.

Por ejemplo, en enologia, la determinacién de algunos pardmetros puede verse influida por las
diversas matrices posibles (vinos, mostos, vinos licorosos...).

En caso de duda sobre un efecto matriz, podran realizarse estudios mds profundos en el marco del
estudio de especificidad.

7.2.2. Definicion del ambito de medida

El laboratorio define el intervalo de medida cubierto por el método elegido.

7.2.3. Definicién de los niveles de resultado requeridos

Todos los requisitos internos y externos recogidos permiten definir los niveles de resultado
requeridos por el método. Estos niveles de resultado se expresan mediante una magnitud que
establece las variaciones aceptables (DMP): desviaciones maximas permitidas.

La DMP es un término general que presenta diversas formas especificas, en funciéon de los
parametros analizados:

- DMPgyacinug: maxima desviacion permitida del método de anélisis en comparacién con un valor de
referencia aceptado.

- DMP eproducibiidag: desviacion dentro de la cual se admite la dispersidn de los resultados obtenidos en
condiciones de reproducibilidad.

© olv 2013

Se puede definir la DMP,¢producibiidad d€ Varias maneras, por ejemplo :

Ry
- DPM =—9% siendo Ryy el limite de reproducibilidad R dado por el

reproducibilidad \/—
2

Compendio de los métodos internacionales de andlisis de los vinos y mostos — OlV.

R
-DPM =27 siendo Ryq el limite de reproducibilidad R dado por

reproducibilidad ‘\/5

un organismo de comparacion interlaboratorio.

- D P M reproducib ilidad

empirico que establece una relacion entre la concentracidn del analito y el ¢
interlaboratorios).

=20,), donde oy deriva del modelo de Horwitz (modelo
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0,22¢c si c<1,2x1077
0,=10,02xc*** i 12x107<c<0,138
0,01¢*® si ¢>0,138
Siendo c la concentracién expresada con respecto a la masa sin dimensiones

- La DMPg,, de la reproducibilidad (intermedia) caracteriza la desviacidn dentro de la cual se admite |a
dispersion de los resultados obtenidos en condiciones de precision intralaboratorio.

La DMPaibracion, Que caracteriza la desviacion permisible de conformidad con la DMP, compara los

valores medidos individuales con los valores estimados de la curva de regresién. Tal DMP debera
tener en cuenta {al menos) la reproducibilidad (intermedia)} y la incertidumbre de la calibracidn.

7.3. Segunda etapa: evaluacién de los resultados del método en el laboratorio

7.3.1. Estudio de la funcién de calibracion

Nota: Utilizamos aqui el término general de «calibracion». El término «calibrado» (en inglés, gauging),
mds restrictivo (ver el apartado de la terminologia), puede aparecer en algunos textos de referencia.

7.3.1.1. Objeto

El ajuste o calibracién sobre la recta o la curva de calibracién nunca es perfecto. Por lo tanto, la
funcién matematica de la calibracién genera, mecanicamente, una fuente de error, que entra en el
presupuesto de incertidumbre del método.

La siguiente figura muestra el error ligado a la calibracion entre el valor de la sefial de un aparato de
medida y el valor del mesurando.

Recta de calibracion, que conecta la sefial de un equipo de medida con el mesurando

25

o

20
. Ervor de /
is ajuste -
$
3
fo /
5 /

0 =0
o Q05 A2 LALY 02 025 o3 035 o4 nas 05

Valor del mesurando

Valor sefial

El propdsito de este estudio es analizar el error producido por la funcién matematica de la
calibracién, comparandola con una desviacion maxima aceptada. Esta desviacién, especificamente
definida para la funcidn de calibracion, se denomina DMP.,ipracion-
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Como definir una DMPibracisn
El responsable de la evaluacion determina una DMP para cada nivel de concentracién i, con el fin de
evaluar un rango de calibracién.

NOTAS :

1) El presente estudio solo tiene sentido cuando el método incluye una funcién de calibracidn.
2) Este estudio solo se aplica a los métodos que tienen una sefial especifica del mensurando. No es
pertinente para los métodos con una sefial no especifica {por ejemplo, IRTF).

3) El estudio se refiere a magnitudes de andlisis calculadas a partir de la funcion de ajuste o de
calibracién durante las operaciones de ajuste o de calibracion del instrumento o método. Los
modelos matematicos utilizados son los siguientes:

. Modelo lineal y = a;.x+ ag
. Modelo cuadratico (o polinomial) y= a,.x* + a,.x + ag
- Otros modelos

El laboratorio debe verificar o elegir, segun proceda, el modelo adecuado.

7.3.1.2.Plan de experimentacién

Este estudio se realiza cuando el laboratorio puede disponer de materiales de referencia cuyos
valores aceptados se han obtenido con certeza. Los materiales de referencia podran ser internos
dosificados con material calibrado, de vinos o de mostos, cuyo valor viene dado por la media de al
menos tres repeticiones del método de referencia, de materiales de referencia externos, o
materiales de referencia externos certificados.

Los materiales de referencia que se escojan y se utilicen deben garantizar que la matriz sera
compatible con el método estudiado.

En todos los casos, es esencial que los materiales de referencia utilizados en el plan de
experimentacion sean totalmente independientes de los calibres previamente utilizados para calibrar
el instrumento.

Conviene utilizar un nimero n de materiales de referencia. Este nimero serd como minimo igual a 3,
aunque no es preciso que sea superior a 10. Los valores aceptados de los materiales de referencia
deberan repartirse de forma regular sobre la escala de valores estudiada.

Todos los p materiales de referencia se mediran un mismo nimero n de veces, en condiciones de
precisién intermedia (por ejemplo, varios dias), siendo n como minimo igual a 5.

Es esencial realizar cada medida individual sobre los materiales de referencia independientes
teniendo en cuenta los errores ligados a la formulacion de la calibracion.

NOTA :
«0» no es un valor analitico. Conviene no usar un «blanco» en el plan de experimentacion. El valor
del mensurando de un estdndar bajo debe acercarse al limite de cuantificacién.

7.3.1.3. Recopilacién de los resultados

Los resultados y los calculos quedan recogidos en la siguiente tabla segun un modelo lineal y=a+ bx
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Materiales de 1 j p
referencia
Valor aceptado del
material de X X Xp a b
referencia
Calibr. 1 Yi1 e Yij oo Yip di bl
Valor .
medido Calibr.i | ya Yis Yip 3 b
Calibr.n | y,: Vo Yop an b,
Calibr. 1 xl,j xl‘p
Valor .
calculado | Calibr. j X, X; X,
Calibr. n xnl xn.j xu,p
Calibr. 1 | dy; dy; dip
Diferencia | ...
calculada | Calibr.j | dj; d; d;,
Calibr.n | d,; dn; dnp
Wi es el i*" valor medido del j*" material de referencia con la calibracion nam. 1.
X es el valor aceptado del j*'material de referencia con la calibracién nam. 1.
b, es la pendiente de la recta de regresion num. i.
a; es la ordenada en el origen de la recta de regresiéon num. i.
R Y4 . . er S
%, =T es el valor calculado del material de referenciaj~ con la recta de regresion num. i.

Los parametros a y b de la recta de regresion se obtienen a partir de las siguientes férmulas:

P
- media de los p medidas del i* material de referencia yi= lzyll_
P
- media de todos los valores aceptados de los n materiales de referencia M, = lix
nl | .
- media de todas los medidas M =lix
X n I 1
- estimacion pendiente b
2% = M)y~ M,)
Z(Xl_Mx)
- estimacién ordenada en el origen a a=M,—b<Mx
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7.3.1.4. Representacién grafica de los resultados

Magnitud teérica y magnitud encontrada

El primer tipo de gréfico representa los valores calculados en funcién de los valores aceptados de los
materiales de referencia. También se representa la recta de superposicién Y=X.

Valor calculado

Representacion de los valores calculados con respecto a la recta “valor
medido = valor aceptado”

(L T SO T TS )
(] H

[3,] w
\
-

ro
i

0 R T T T T ¥ T T T 1

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
Valor aceptado de los materiales de referencia

Figura 1 — Representacién de los valores calculados en funcién de los valores aceptados de los
materiales de referencia y de la recta «valor calculado = valor aceptado».

Estudio de la diferencia calculada respecto a una DMP .ujipcacion

Se trata de comprobar que la diferencia individual d; ; = X, ; — x; calculada en cada calibre analizado

se encuentre dentro de las DMP..iiracisn fijadas por el laboratorio.

Si las diferencias son inferiores a la DMPiacisn fijada para cada material de referencia, la
funcion de calibracién serd considerada aceptable en el ambito analizado (Figura 2).
De lo contrario, la funcién de calibracién no podra ser utilizada en el dmbito analizado.
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Grafico de dispersion de las diferencias calculadas respecto a una
DMPcalibracién definida por el laboratorio
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Valor aceptado de los materiales de referencia

NOTA:

El estudio de las diferencias calculadas individuales entre el valor aceptado de los materiales de
referencia y los valores medidos en la ecuacién de calibracién en cada calibracién también puede

xX. =X .
. _ i ij
calcularse en valores relativos expresados en %: (/,_-;- (%) =—x100

J

7.3.1.5.Acciones posteriores cuando la funcién de calibracién no es aceptada en el ambito
analizado

Si la funcidn de calibracién no es aceptada en el ambito analizado, se presentan varias soluciones:

o El responsable de la evaluacién vuelve a realizar la prueba de ajuste, reduciendo el ambito de
analisis.

* El responsable de la evaluacién demuestra que el dmbito puede segmentarse en varias areas
de calibracién.

¢ El responsable de la evaluacién considera que la aplicacién de otra funcién de evaluacion
distinta de la funcién inicialmente prevista resulta mas adecuada para el método.

7.3.1.6.Ejemplo: estudio de la funcién de calibracién lineal para la determinacién del acido L-
malico

El laboratorio quiere evaluar la funcién de calibracion lineal para la determinacién del cido L-malico
a partir de materiales de referencia de entre 0,15y 4,20 g/I.
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Valor calculado

Los valores aceptados en cuatro materiales de referencia son los siguientes: 0,15 - 0,80 - 2,80 -
4,20 g/\.

Los valores medidos de cada material de referencia en cada calibracién se muestran en la siguiente
tabla:

Materiales de referencia 1 2 3 4

Valor acep:eafdeor:necli;natenal de 0,15 0,80 2,80 4,20
7 oct 0,09 0,73 2,74 4,21

22 oct 0,14 0,81 2,72 4,29

Valores calculados 25 oct 0,12 0,77 2,71 4,28
27 oct 0,10 0,72 2,77 4,27

30 oct 0,07 0,77 2,85 4,15

7 oct -0,06 -0,07 -0,06 -0,01

22 oct -0,01 -0,01 -0,08 0,09

Diferencia individual g 25oct -0,03 -0,03 -0,09 0,08
27 oct -0,05 -0,08 -0,03 0,07

30 oct -0,08 -0,03 0,05 -0,05

Valores medidos con respecto a la recta “valor calculado = valor aceptado”

1
1 15 2 25 3
Valor de referencia aceptado
Figura 3 — Representacion de los valores medidos en funcidn de los valores aceptados de los
materiales de referencia y de la recta «valor calculado = valor aceptado».
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Las diferencias individuales calculadas entre el valor aceptado de los materiales de referencia y los
valores calculados de la ecuacidn de calibracion durante cada calibracién se muestran en la siguiente
tabla, en funcion de cada material.

El laboratorio quiere evaluar la funcidn de calibracién a partir de una desviacién maxima permitida
de 0,10 respecto al valor de referencia de cada material utilizado durante la calibracion.

Distribucién de las diferencias calculadas con respecto a la DMP de
calibracién

0,15
0,10 | 3 eescccisccercancananccnnnrsssannnnn- .eaa
: g
k
3 005 X
3
[}
£ 0,00 : X ‘ . X .
c X
g 05 0,80 2,80 4,20
& -0,05 ¥ » X
X % ¥
010 = ceerreccamacecccccesrrrcannanaatann ceeeea
-0,15 -

Vaior aceptado de los materiales de referencia

Figura 4 — Distribucidn de las diferencias individuales entre los valores aceptados de los materiales de
referencia y los valores calculados respecto a la ecuacién de calibracion.

La funcion de calibracion lineal se considera aceptable en el ambito analizado con el procedimiento
de DMP abracisn, Ya que las diferencias absolutas calculadas son inferiores a la desviacion méxima
permitida de 0,10, fijada por el laboratorio.

7.3.2. Robustez

7.3.2.1. Definicion

La robustez es la capacidad de un método para ofrecer resultados préximos en presencia de
pequefios cambios en las condiciones experimentales susceptibles de producirse al utilizar el
procedimiento.

7.3.2.2. Recomendaciones

En caso de duda sobre la influencia de la variacion de los parametros operatorios, el laboratorio
realizara un plan de experimentacién que permita actuar a esos parametros operatorios criticos en el
campo de variacion que bien puede producirse en la practica.
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7.3.3. Limite de deteccién y limite de cuantificacion de un método de analisis
7.3.3.1. Recordatorio preliminar

En la practica, nunca se alcanza el limite de cuantificacion «0», debido a la incertidumbre de
cualquier método de medida. Por lo tanto, se debe comprobar que el limite de cuantificacion sea
diferente a 0.

En los métodos de analisis cuyo limite base tiende hacia «0O», deberdn calcularse los limites de
deteccidn (LD) y cuantificacién (LQ).

» Si el resultado bruto se sitia por encima del LQ, se reflejara tal cual en el informe de
analisis.

o Si el resultado bruto se sitia entre el LD y el LQ, el laboratorio hard constar la
mencién «<LQ, presencia no cuantificable» o similar.

o Si el resultado se situa por debajo del LD, el laboratorio hara constar la mencién «no
detectado» o similar.

7.3.3.2. Objeto

Se trata de establecer el limite de deteccion y el limite de cuantificacién de un método, en base a
todas las fuentes de variabilidad del método, a los aparatos utilizados y al vino analizado.

NOTA: Esta etapa no es aplicable ni necesaria para los métodos cuyo limite base no tiende hacia 0;
por ejemplo, el grado alcohdlico volumétrico, la acidez total, el pH...

Los procedimientos que permiten determinar el limite de deteccién y el limite de cuantificacién son
los siguientes:

¢ Estudio de los blancos
s Registro grafico del ruido de fondo
e Estimacion del valor predeterminado comprobado a posteriori

Estos métodos de ajuste se adaptan a varias situaciones, pero, en todos los casos, se trata de métodos
matematicos cuyos resultados son meramente informativos.

7.3.3.3. Determinacion de los blancos

Principio
Este método puede aplicarse cuando el método de andlisis de los blancos arroja unos resultados que
presentan una desviacion estandar no nula.

El operario podra valorar la conveniencia de utilizar blancos reactivos o blancos matriz.

Si el blanco no puede medirse o no ofrece una variacion registrable (desviacién estdndar = 0) por
motivos relacionados con un pretratamiento no controlado de la sefial, el procedimiento puede
efectuarse sobre una concentracion de analito muy baja, proxima al blanco.
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Plan de experimentacién y cédlculos

- Se procede al anélisis de n materiales de ensayo asimilados a blancos, siendo n superior o
igual a 10.
- Se calcula la media y la desviacién de los resultados xi obtenidos:

"
>
— =l

’xblanco -

- A partir de estos resultados se define convencionalmente el limite de deteccién segun la

ll) =x) Jai ,Cj-(3‘Sblanc)c

- A partir de estos resultados se define convencionalmente el limite de cuantificacién segun

[Q ='i'blanco-i- (1 OSbIana)

féormula:

la férmula:

Ejemplo

La tabla siguiente muestra algunos resultados obtenidos durante la determinacion del limite de
deteccidn para la determinacidn habitual del diéxido de azufre libre.

N° del material de ensayo
1

WoO NGO UL ANWN

Los valores calculados son los siguientes:

q=12
Ty = 0,375
Sb/anco = 0/528 mg/L
LD =1.96 mg/L
LQ=5.65mg/L

© 0IvV 2013
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0
1
0
15
0
1
0,5
0
0
0,5
0
o

Certificado conforme

Bucarest, 7 de junio de 2013

El Director General de la OIV
Secretario de lod Asamblea general

Federico CASTELLUCCI

25



7.3.3.4. Procedimiento grafico derivado del ruido de fondo del registro

Este estudio se describe en detalle en la Resolucion OIV OENO 7/2000, incluida en el Compendio
internacional de los métodos de analisis de los vinos y mostos.

7.3.3.5. Comprobacion de un limite de cuantificaciéon predeterminado

Principio

El objetivo es verificar que un limite de cuantificacién predeterminado LQ es vélido en una matriz.

En todo método, cuanto menores sean los valores, mds alto sera el coeficiente de variacion de la
precisién intermedia. Se considera que una variacion relativa del 60 %, en condiciones de precision
intermedia, marca el limite de la eficacia de un método vy, por lo tanto, su LQ.

80%

Desviacion relativa

\
60% ——ny
\
1\
40% \
\
\
2 AN e .
© 20% X T Precision intermedia
2 T ——
-
[ o x o TTmmmmmmmmmTTTTTOTTTOCT
0
:5 * X X
8 x x
S x
2 20% x| x
[}
X
X
40%
X
60% LQ
x /
-80%
0 0.2 04 06 0,8 1 1.2 14 1.6 1,8

Plan de experimentacion

Valor aceptado del material de referencia

Utilizar un material de prueba correspondiente a la matriz analizada cuyo valor del mensurando

corresponde a la LQ a validar:

» Material obtenido a partir de la comparacion interlaboratorios
* Material de referencia externa

» Material obtenido por dopaje

¢ Material obtenido por dilucion

Analizar el material seleccionado n veces en condiciones de precision intermedia y de estabilidad
en el tiempo de la muestra con n 2 5.

© 0Iv 2013
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En cada serie, la medida se realiza r veces en condiciones de repetibilidad. r debe ser > 2.

Figura 5 - Tabla de los valores obtenidos en un material de referencia de valor aceptado al limite
de cuantificacién predeterminado

Varianza
Serie Repeticiones Media . .
intraserie
1 . j r
] 1
X, X —-X)
1 X Xli Xir x =22 Y S‘__;( Y '
T T -1
I 14
X le Z(X,, -X)
! X, i Xir X =1 S'=ll
' r r—1
> >
X, (x, —x,)°
n an Xry xw 7 = L ! ' S‘ =¢
n r " f—l

Cdlculos y resultados

Se determina:

La varianza media de varianzas intraserie

28
s:;u =#
La media de las medidas
X,
x = =
n
La varianza de las medias X
Z(Rl _7‘):
— _i=)
§= n-1

La desviacién estandar de precisién intermedia

S-‘I =“"$+(1 _%)'S/)qn
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Interpretacion de los resultados

Se trata de comprobar la exactitud del limite de cuantificacion predeterminado respecto a una
desviacién maxima permitida del 60 % de la LQ, comprobando las dos siguientes desigualdades:

1. X-2.8, 2 LQ-60%.LG
2. X+2.8, < LQ+60%.LQ

Si estas dos desigualdades no quedan probadas, tampoco lo estard la exactitud del limite de
cuantificacion.

Ejemplo

El laboratorio quiere comprobar el limite de cuantificacién de la determinaciéon del dcido L-malico a
partir de los valores medidos en un material de referencia de valor 0,20 g/l respecto a una desviacién
maxima permitida del 60 % del valor de referencia 0,20 g/I.

Los valores medidos se muestran en la siguiente tabla:

Repeticiones Media Varianza dg las series
X, §
Series Ensayo 1 Ensayo 2
10-enero 0,23 0,22 0,225 0,000050
11-enero 0,25 0,24 0,245 0,000050
12-enero 0,23 0,23 0,230 0,000000
13-enero 0,25 0,26 0,255 0,000050
14-enero 0,24 0,25 0,245 0,000050

El anélisis de los resultados arroja los siguientes datos:

la media general en el material LQ: X = 0,240.
- lavarianza de repetibilidad: S = 0,00004

la varianza de las medias: g=0,00015
- la desviacion estandar de precision intermedia s, = 0,013.

El limite de cuantificacion predeterminado es LQ = 0,20 g/I
La desviacién maxima permitida es DMP= 60 %x0,20, o DMP = 0,12 g/I

El intervalo de aceptacion en torno al valor LQ es: LQ £ 60 % x LQ, o0 [0,08; 0,32 ].

X-2.8, =0.214 20,08
X+2.8, =0,266<0,32

Ambas desigualdades han sido verificadas, y el limite de cuantificacion predeterminado del método
de 0,20 queda demostrado.
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7.3.4. Estudio del rendimiento de extraccién
7.3.4.1.Objeto

Algunos procedimientos analiticos exigen un paso previo de extraccion / purificacién / concentracién
del analito. Esa etapa genera errores aleatorios y sistemdticos que contribuyen directamente en la
incertidumbre del método.

El rendimiento se define como la relacién entre la cantidad recuperada tras un proceso de
purificacion o extraccién y la cantidad inicialmente presentada. El error relacionado con el
rendimiento de extraccidn suele ser, en muchos casos, bastante importante, por lo que se suele
proceder a un estudio en detalle.

Obviamente, el estudio del rendimiento no sera de gran utilidad si no existe un tratamiento de
extraccion previo al andlisis. Puede también resultar de escasa utilidad si los calibres se someten al
mismo tratamiento de extraccion que las muestras. En este caso, el laboratorio deberd demostrar
que la extraccién no estd influenciada por un efecto matriz.

7.3.4.2, Plan de experimentacion

Proceder a distintas adiciones en materiales representativos de la variabilidad de la matriz en el
ambito de aplicacion del método.

Utilizar al menos n > 5 pruebas con distintos materiales y por lo menos p 2 2 niveles de adicion. No es
necesario realizar todos los niveles de adicién en cada material.

Realizar medidas de los diferentes materiales de prueba en distintas series y en distintos momentos.
En ausencia de recomendaciones, los niveles de adicién serédn de entre un 20% y un 80 % de la
concentracion maxima del ambito de aplicacion.

. Valor inicial del . Valor después .
Materiales Adiciéon p , Rendimiento
mesurando de la adicién
- X
1 X, ¥, z w,(%):—z‘ L 100
3]
2. — X.
i X, y, 2 w,(%) = 1—=L.100
i
2 -
n Xn yn Zn Wn(%)= o X"IO()

n

Se determina:

Rendimiento medio:
2
W(%) =+~
n
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La desviacién estandar del rendimiento:

7.3.4.3. Interpretacién del rendimiento

Si la desviacion media es del 100 %, el laboratorio precisard en la documentacién si ha aplicado una
correccion del rendimiento en la expresion del resultado final. Si no se aplica ninguna correccion, el
laboratorio, al calcular las incertidumbres, debera tener en cuenta el sesgo introducido por la falta de
correccidn del rendimiento.

Al estudiar la precision intermedia global del método, se suele tener en cuenta el error ligado a la
variabilidad del rendimiento.

7.3.5. Estudio de las interferencias matriciales

7.3.5.1.Objeto

Se trata de analizar la influencia de otros compuestos en el resultado de la medida.

Si el laboratorio sospecha de la interaccion de compuestos distintos al analizado, podra aplicar un
plan de experimentacién, con el fin de constatar la influencia de diferentes compuestos. Este estudio
se realiza, basicamente, en los métodos en las que la sefal no es la especifica del analito, o cuando
los elementos matriciales existentes generan riesgos de perturbacién de la sefial.

El plan de experimentacidon que a continuacion se presenta permite determinar la influencia de
compuestos definidos a priori. El laboratorio, tanto por su conocimiento del proceso analitico, como
por su propia competencia, debe ser capaz de definir un cierto nimero de compuestos que pueden
hallarse en el vino, y que pueden influir en el resultado analitico.

7.3.5.2. Protocolo basico y calculos

Se analizan n vinos por duplicado, antes y después de anadir el compuesto que, supuestamente,
influye en el resultado analitico, siendo n al menos igual a 5.

Se calculan los valores medios Mxi de las dos medidas xi y x’i efectuadas antes de la adicién, asi
como los valores medios Myi de las dos medidas yi y y’i efectuadas después de la adicién, vy
seguidamente la diferencia di entres los valores Mxi y Myi.

Los resultados del experimento podran registrarse en la siguiente tabla:

Certificado conforme

Bucarest, 7 de junio de 2013

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Federico CASTELLUCCI

© 0OIv 2013
30



Tabla 7 - Organizacién de los ensayos

X : Antes de adicion y : Después de Medias Diferencia
adicidn
Muestras Repl Rep2 Repl Rep2 X y d
1 X1 X'y Y1 Y Mx; My, di-Mx;-My;
i x X’; Vi Vi Mx, My, d=MxiMy;
p X, X' Yo Y'e Mx, My, dn= Mx,-My,

La media de los resultados antes de la adicién M,

La media de los resultados después de la adicién M,
n
MF"I.')ZM.V
I=]

Se calcula la media de las diferencias My

M =iﬂ=Mx—M
d n y
i=1

Se calcula la desviacion estandar de las diferencias $q4

/i(di—Mdr‘
MG ——

Se calcula la desviacion reducida

Desviacion

reducida —

7.3.5.3. Interpretacién

» Sila desviacion reducida es inferior o igual a 2, la influencia podria no estar presente.
> Si la desviacion reducida es superior a 2, se puede considerar, con un riesgo del 5%, que el
compuesto anadido influye sobre el resultado del andlisis.

7.3.5.4.Ejemplo

Estudio de la interaccion de compuestos que pueden hallarse en las muestras de determinacion de la
glucosa fructosa en los vinos mediante espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR).
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+250mg.l +1gl?

Antgs .d'e la sorbato de acido Diferencias
adicion . .
potasio salicilico
vino repl rep2 repl rep2 repl rep2 Dif. sorbato P',f',
salicilico
1 6,2 62 6,5 6,3 53 5,5 -0,2 0,8
2 1,2 1,2 13 1,2 05 06 -0,05 0,65
3 05 06 0,5 0,5 02 03 0,05 0,3
4 4,3 4,2 4,1 4,3 3,8 39 0,05 0,4
5 125 126 125 127 11,5 11,4 -0,05 1,1
6 53 53 5,4 5,3 4,2 4,3 -0,05 1,05
7 25 25 2,6 2,5 1,5 14 -0,05 1,05
8 1,2 1,3 1,2 1,1 05 04 0,1 0,8
9 08 08 0,9 0,8 02 03 -0,05 0,55
10 0.6 06 0.5 0.6 01 0 0.05 0.55
Sorbato de potasio Md = -0,02
Sd = 0,086
Desviacion
reducida = 0,74<2
Acido salicilico Md = 0,725
Sd = 0,282
Desviacion
reducida = 8,13>2

En conclusién, se puede decir que el sorbato de potasio no influye en la determinacion de la glucosa
fructosa mediante FTIR. Sin embargo, el acido salicilico presenta una influencia ,y por lo tanto, se
debe procurar que las muestras no contengan acido salicilico, para mantenernos en el marco de la
validez de la calibracién analizada.

Ademds, de momento no se ha probado que el sorbato de potasio tenga influencia sobre la
determinacion de la glucosa fructosa.

7.3.6. Precision del método
7.3.6.1. Principio general

La precision es una nocién general que caracteriza los errores aleatorios de un método. La precision
se aplica en diversas condiciones experimentales:

e Repetibilidad (r): condiciones minimas de medida repetitiva de un mismo mesurando.

e Precision intermedia (P!): concordancia entre el valor verdadero y experimental de las
medidas intralaboratorio.

e Reproducibilidad intralaboratorio (RW): condiciones expandidas de medida repetitiva de un
mismo mesurando, bajo condiciones cambiantes intralaboratorio.
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e Reproducibilidad (R): condiciones méximas de medida repetitiva de un mismo mesurando,
bajo condiciones cambiantes interlaboratorios.

El estudio de la precisién es un elemento indispensable para la estimacion de la incertidumbre de
medida.

7.3.6.2. Campos de aplicacién

El estudio de precisién puede aplicarse, sin ningin problema, a todos los métodos cuantitativos.

En muchos casos, la precision no suele ser constante sobre todo el rango de validez del método. En
tales casos, conviene definir varios tramos o «niveles de rango», en los cuales podra considerarse
razonablemente que la precision es asimilable a una constante. El cdlculo de precisidn se repetird
para cada rango de valores.

A continuacién, se detallan los protocolos basicos y los célculos en el caso simplificado de utilizacion
de un material de referencia unico y, por lo tanto, de un solo rango de valores.

7.3.6.3.Plan de experimentacién

El material de ensayo se analiza en un periodo de tiempo lo mds prolongado posible, con varias
réplicas n. El material de ensayo debe conservar las propiedades constantes durante el periodo
considerado.

En cada réplica, la medida puede realizarse con p repeticiones (p2).

El nimero total de réplicas n debera ser al menos igual a 5.

. - Media Varianza
Serie Repeticiones . . . )
intraserie intraserie
1 i p
k P
; . 2% 2.0~ %)
% Xt e X =4i—  Vap =l ———
p K p-1
k p
; -X.)
] X Xji Xip v _ %Xﬂ Var. = ;(Xﬂ &
X, = an, == —
p p
k P
ani Z(Xm - Xn)_
n Ko X Yoo X, == Var, =—-+———
n p Xp p_l
Se define:

" M-

La media general de todas las medidas

>
I

La varianza de la media de las réplicas Var, = =
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7.3.6.4. Calculo de la repetibilidad

La varianza de la repetibilidad corresponde a la media de las varianzas de cada serie, ya que el

nimero p de repeticiones es idéntico en cada serie.

Desviacidon estandar de la repetibilidad:

La repetibilidad corresponde a la desviacién expandida al 95% (coeficiente de expansion k=2) que se
espera entre dos resultados cuya desviacion estandar de la repetibilidad es s,:

r= 2.\/3,2 + s,.2
= 2.«/5.3‘,

Si el nimero de repeticiones p = 2, el calculo se simplifica:

Siendo
W; =X, — X la desviacion entre las dos repeticiones de la j réplica.

Por lo tanto,

7.3.6.5.Variante del plan de experimentacion para el calculo de la repetibilidad con varios

materiales de ensayos

La repetibilidad puede calcularse realizando un analisis por duplicado de n materiales, n25.
Los valores del mensurando del material de referencia deben permanecer en un rango en el cual se

pueda considerar que Ja repetibilidad se mantiene constante.

Siendo

w, = x, - xla desviacion entre las dos repeticiones del i material de ensayo.

© OIv 2013
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7.3.6.6. Calculo de la precisidn

La desviacidn estandar de variabilidad total v viene dada por la siguiente ecuacién:

0

S = .| Max(; Var(?)—%)+ g

7.3.6.7.Expresion de la precision

La precision puede expresarse directamente por el valor de desviacidn estandar S, o su valor V.

La desviacion estandar S, indica que el 95 % de los resultados obtenidos por el método en el mismo
material, en determinadas condiciones de precisidn, se distribuyen alrededor de su promedio en un
rango de +/- 2. S,

Siendo V la desviacion esperada, con una probabilidad del 95 %, entre dos resultados obtenidos
mediante un método cuya precision es Sv.

V se calcula de la siguiente forma:

V= 2.1/3“ Py’
= 2.\53‘

El valor de precisién v significa que, en el 95 % de los casos, la desviacidn entre dos valores obtenidos
por el método, en las condiciones definidas, sera inferior o igual a v.

NOTA: Estos resultados se asientan sobre la base de que las desviaciones siguen una ley normal con
un 95 % de confianza.

7.3.6.8. Tipos de precision y sus expresiones
La repetibilidad

Condiciones minimas de medida repetitiva de un mismo mesurando. La varianza interserie yar(x)€s
nula.

La desviacidn estdndar de la repetibilidad se representa mediante la sigla s,, y la repetibilidad es
r=24/2 .s,

La precision intermedia

La precision intermedia estd ligada a los cambios de las condiciones experimentales que se producen
en un mismo laboratorio, entre las condiciones de repetibilidad y las condiciones de reproducibilidad
intralaboratorio. Al hablar sobre la precisién intermedia, resulta necesario seialar las condiciones
experimentales.
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La desviacidn estandar de la precisiéon intermedia se representa mediante la sigla sy y la precisién

intermedia es Rgp= 2 V2 .Sieip-

La reproducibilidad intralaboratorio

La precision intermedia hace alusion a los cambios mds radicales de las condiciones experimentales
en un mismo laboratorio.

La desviacién estandar de la reproducibilidad intralaboratorio se representa mediante la sigla sgy y la

reproducibilidad intralaboratorio es Ry=24/2 .Sz

La reproducibilidad

La reproducibilidad se refiere a las condiciones maximas de cambio de las condiciones
experimentales; es decir, a las condiciones interlaboratorio.

Donde s representa la desviacion estandar de reproducibilidad y R= 2 /2 .sg la reproducibilidad.

7.3.6.9.Ejemplo

Estudio de reproducibilidad intralaboratorio de la determinacién del acido sérbico en los vinos por
arrastre de vapor y lectura por absorcion a 256 nm.

Se ha conservado un vino con sorbato de potasio durante un periodo de tres meses. lLa
determinacidn del acido sorbico se ha realizado a intervalos regulares durante dicho periodo, con
tres repeticiones en cada medida.

Serie Repeticiones Media . Varianza
1 2 3 intraserie intraserie
1 140 139 144 141,0 7,0
2 138 137 140 138,3 2,3
3 136 141 140 139,0 7,0
4 145 148 143 145,3 6,3
5 133 134 130 132,3 4,3
6 132 138 135 135,0 9,0
5=2,4
r=6,8

La repetibilidad indica que, con una probabilidad del 95 %, las desviaciones entre dos resultados
obtenidos en condiciones de repetibilidad serdn inferiores o iguales a 6,9 mg/L.

Var, =20.7
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Sy = IVar(J?) ' (1 - 3). s,
\ 14

Sew = \[20,7 +1- %) 2,47

SR‘T-",-’ =497 mg. i*
Rw=14,1 mg.L"*

La reproducibilidad intralaboratorio indica que, con una probabilidad del 95 %, las desviaciones entre
dos resultados obtenidos en condiciones de variabilidad mas extendidas en el laboratorio seran
inferiores o iguales a 14,1 mg/L.

7.3.7. Estudio de la exactitud del método

7.3.7.1.Objeto

El estudio de la exactitud es un procedimiento global que evalua los efectos combinados de la
veracidad y precision del método a partir de valores de referencia.

Para estudiar la exactitud del método, se emplean materiales con valores de referencia aceptados, y
las desviaciones maximas aceptadas y permitidas (DMPeyciua) S€8UN los requisitos reglamentarios,
normativos o informativos, o bien por haberlo establecido el cliente o el propio laboratorio.

El valor de referencia del material se obtiene, por ejemplo, a partir de:

o El valor del certificado de un material de referencia homologado (Refygc).

o El valor de consenso derivado de una comparacién interlaboratorios (Ref¢).

¢ La media aritmética de los valores de las medidas repetidas utilizando un método de referencia
(RefMet.)~

¢ El valor objetivo por adicién del analito a una matriz representativa del dmbito de aplicacidon

(Refgicisn)-

7.3.7.2. Plan de experimentacién

Preparar o elegir g23 materiales de referencia que cubran el dmbito de aplicacién del método en
términos de concentracién para una matriz determinada.

Analizar cada material en n25 series en condiciones de precision intermedia y en el tiempo de
estabilidad del material para la matriz considerada. Si el material es inestable, realizar varias
preparaciones.

Para cada material de referencia y en cada serie, realizar p>2 repeticiones en condiciones de
repetibilidad.

Para cada material, se puede establecer la siguiente tabla de resultados (idéntica a la tabla de
precisién intermedia).
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Serie
1
1 X
] X
n X

n

7.3.7.3.Estimacién de los parametros de exactitud

Repeticiones

1

Media
intraserie

K

p

X =

i

Varianza
intraserie
L -
2% - %)
Va,} [ E—
p-1
P
2= %)
Var, =-f———
i p_l
p
PACIES A%
Var, =+
'n p_l

A cada material de referencia le corresponde un nivel de concentracién determinado que permite
definir un DMPqy,qiwg determinado.

Valor de referencia

DMP
DMP (EMA)%

Nuamero de series

Numero de
repeticiones por serie

Media general de cada
material

Desviacidn relativa

Desviacion estandar de
precisién intermedia

CV de precision
intermedia en %

© OIV 2013

Material 1
Ref

DMP,
DMP,

Ref,

DMP%, =
n;

Pz

n, in

Seny
Cv(%}, =—100

Material / Material g
Ref; Ref,
DMP; DMP,
P DMP,
pumps, ~2ME DMP%, =—"
Ref ef,
n; Ng
p" pq
3! Py
nl Y "q ijl
j=1 Z =1
—_ j=1 Pl X = j=1 pq
17 q n
n, q
X — ref x —ref
b% = L 100 b% = L 100
1 ref q ref
q
Sei, e
Cv(%); =——100 Vi, = ——100
X4 X,

Certificado conforme

Bucarest, 7 de junio de 2013

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Federico CASTELLUCCI

38



7.3.7.4.Interpretacion de los parametros de exactitud

El estudio de la exactitud se basa en la comprobacion del intervalo de tolerancia (desviacidn estandar
de la media de la precisién intermedia +/-2) con un intervalo de aceptacién (REF +/-DMP), que
procede del objetivo fijado por el laboratorio.

La comprobacién de la exactitud se realiza en cada nivel de concentracion representado por los g
materiales analizados, comparando el intervalo producido por la precisién intermedia en torno al
valor medio medido con el intervalo de la DMPewcitug €0 torno al valor de referencia del material. La
exactitud es aceptada si el primer intervalo entra en el segundo.

Esto implica la comprobacién de las siguientes desigualdades:

La exactitud queda comprobada si se verifica tanto (1) como (2)
(1) Ref —=DMP < X — 2xspp

(2) X +2xs;, < Ref + DMP
Estas magnitudes también puede expresarse de forma relativa:

La exactitud es aceptada si se verifica tan (1) como (2)
(1)-DMP% < b% —2xs,, /Ref

2) b% —2x s,/ Ref < bomp%
Si la exactitud del método queda demostrada en los q materiales de referencia, la exactitud del
método también quedara demostrada en el ambito de validacion.

7.3.7.5.Ejemplo

El laboratorio quiere verificar la exactitud de un método colorimétrico automatizado en analizador
secuencial para una determinacién de hierro de entre 1y 6 mg/L.

El laboratorio ha realizado pruebas durante cinco dias sobre tres materiales, cuyos valores objetivo
se obtuvieron en los ensayos interlaboratorios.
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Cada andlisis se realizé dos veces en condiciones de repetibilidad.
Repeticiones

Material 1

D1
D2
D3
Da
D5

Material 2

D1
D2
D3
D4
D5

Material 3

D1
D2
D3
D4
D5

© 0OIv 2013

0,95
1,01
0,90
0,88
0,97

2
0,96
1,02
0,93
0,87
0,98

Repeticiones

2,05
2,23
2,06
2,31
2,19

2
2,02
2,19
2,10
2,35
2,25

Repeticiones

6,18
5,75
5,95
5,85
6,05

2
6,13
5,82
5,90
5,90
6,04

Media

X

0,955
1,015
0,915
0,875
0,975

Media

X,
2,035
2,210
2,080
2,330
2,220

Media

X

6,155
5,785
5,925
5,875
6,045

Varianza de las series
S
0,00005
0,00005
0,00045
0,00005
0,00005

Varianza de las
series
S
0,00045
0,00080
0,00080
0,00080
0,00180

Varianza de las
series
S
0,00125
0,00245
0,00125
0,00125
0,00005
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Los resultados quedan resumidos en [a siguiente tabla:

Material 1 Material 2
Valor de referencia 0,96 2,06
DMPeyactitud 0,192 0,412
DMP oacritud % 20% 20%
Numero de series 5 5
Numero de repeticiones por 2 2
serie
Media general de cada material 0,947 2,175
Desviacion relativa -1,35% 5,58%
Desviacion estdndar de 0,055 0,12
precisidn intermedia
CV de precision intermedia 5,81% 5,52%
en %
Comprobacion de la exactitud en valor absoluto
Ref + DMP 1,152 2,472
X+2S 1,057 2,415
x-2S 0,837 1,935
Ref - DMP 0,768 1,648
L Exactitud Exactitud
Conclusion
comprobada comprobada
Comprobacién de la exactitud en valor relativo
DMP% 20% 20%
b% + 2.CV% 10,26% 16,62%
b% - 2.CV% -12,97% -5,45%
-DMP% -20% -20%
.. Exactitud Exactitud
Conclusion
comprobada comprobada

Material 3
5,98
0,7176
12%

5
2

5,957
-0,38%
0,147

2,47%

6,6976
6,251
5,663

5,2624

Exactitud
comprobada

12%
4,55%
-5,32%

-12%

Exactitud
comprobada

La representacidn grafica del perfil de exactitud es la siguiente (valores relativos):

Perfil de exactitud con DMP% e intervalos de tolerancia %

——
-—
——
e
—
—
—
-

©0.00

-
pd
-
—— -
-20,00% —_—— i ——

30.00% =
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7.3.8. Comparacion de dos métodos

7.3.8.1.Objeto

El objetivo es comparar dos métodos diferentes con un mismo pardmetro y determinar la desviacion
entre dichos métodos. La comparacién se lleva a cabo analizando materiales con ambos métodos en
condiciones de repetibilidad.

Este método se aplica cuando el laboratorio practica el método de referencia OIV o, eventualmente,
cuando practica un método acoplado y validado, cuyo resultado presenta una calidad reconocida y
acorde a las necesidades de los clientes del laboratorio.

Para realizar la comparacién entre los dos métodos, previamente se debe comprobar la calidad de la
repetibilidad del método a validar y compararlo con el método de referencia. La metodologia para
realizar la comparacion de la repetibilidad se describe en el capitulo que trata de la repetibilidad.

Antes de estudiar el sesgo entre los dos métodos, es necesario comparar la repetibilidad entre los
dos métodos.

7.3.8.2. Plan de experimentacién

La veracidad del método usual con respecto al método de referencia se comprueba sobre un ambito
de aplicacién donde las precisiones de los dos métodos son constantes y donde el sesgo del método
alternativo sea constante con respecto al método real.

En la practica, a menudo se debera dividir el rango de valores analizable en varios tramos o «rango
de valores» (de 2 a 5), en los cuales se podrd estimar razonablemente que las precisiones de los
métodos son aproximadamente constantes. A continuacion, el plan de experimentacién debera ser
aplicado en cada rango.

En cada rango de valores, la veracidad se determinara a partir de una serie de n materiales de ensayo
que presentan valores de concentracion de analito que cubren el rango de valores considerado. Se
precisa un minimo de diez materiales de ensayo para obtener resultados significativos.

Todos los materiales de ensayo se analizaran por duplicado mediante los dos métodos en
condiciones de repetibilidad.

Se calculardn los valores medios Mxi de las dos medidas xi y x’i efectuadas por el método usual y los
valores medios Myi de las dos medidas yi e y’i efectuadas por el método de referencia, y
seguidamente la diferencia di entre los valores Mxiy Myi.

Certificado conforme

Bucarest, 7 de junio de 2013

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Federico CASTELLUCCI

© OV 2013
42



Los resultados del experimento podran reflejarse en la siguiente tabla:

Materialde  x:Método y:Método Medias Desviacion Desviacion Diferencia

ensayo usual de X y
referencia
Repl Rep2 Repl Rep2 Mx My Wy w, d
’ ) W= X' o di-Mx; -
1 X1 X1 Y1 Vi1 Mx; My, X, Wyi=y'1ys My,
i X X' Vi Vi Mx; My We=x'ixi W=y di=Mxi -
My;
’ ’ , ’ d = Mxn-
n Xn X' Y Yo Mx, My, Wa=xnXa Wp=y'ays My
n

7.3.8.3.Comparacion de la repetibilidad

Calculos

Siendo:

Sr.. la desviacién estandar de la repetibilidad del método evaluado

Sr.e la desviacion estandar de la repetibilidad del método de referencia

La comparacion es directa. Si el valor de la repetibilidad del método alternativo es inferior o igual al
del método de referencia, el resultado serd favorable. Si resulta ser mas alto, el laboratorio debera
asegurarse de que el resultado se ajusta a las especificaciones del pliego de condiciones que ha
aceptado para el método en cuestion. En ese ultimo caso, también podrd aplicar la prueba de
Fischer-Snedecor para determinar si la diferencia es notable desde el punto de vista estadistico..

Prueba de Fischer-Snedecor

Se calcula la siguiente relacién:

FwF—Sal 4 ;
Sref

Se emplea el valor critico de Snedecor con una probabilidad a igual a 0,05, correspondiente a la
variable de Fischer, con un nivel de confianza 1- a, con v1=N(x)-n y v2=N(z)-m grados de libertad:
F(N(x)-n, N(y)-m, 1- o).

En caso de que se calcule la repetibilidad con n materiales y p medidas de cada material mediante el
método alternativo (numerador) o de referencia (denominador), la relacién F,,s se analizara segin en

Certificado conforme

Bucarest, 7 de junio de 2013

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Federico CASTELLUCCI
© 0Iv 2013
43



95.2 percentil de la distribucion F de Snedecor F(n, n(p-1), 1- a). En la tabla anterior, p es 2 para
ambos métodos y el percentil lo determinara F (n,n,0,95).

Interpretacion de la prueba:

1/ Fobs> F(n, n(p-1), 1- a), el valor de la repetibilidad del método alternativo es (a un nivel de
importancia del 5%) superior al del método de referencia.

a.
2/ Fobs< F(n, n(p-1), 1- a), el valor de la repetibilidad del método alternativo no es (a un nivel
de importancia del 5%) superior al del método de referencia.

Ejemplo

El valor de la desviacidn estandar de la repetibilidad hallado para el método de determinacion del
didxido de azufre libre es:

Sr=10,54 mg/L
El laboratorio ha efectuado la determinacién sobre los mismos materiales de ensayo, a través del
método de referencia OIV. El valor de la desviacién estandar de la repetibilidad hallado en este caso

es:

Sref =0,39 mg/L

Fr= 0-54: 0913
0.39° 05

v2=12

vli=12

F(12,12,95%) = 2,69 > 1,93

El valor Fobs obtenido es inferior F(n, n(p-1), 1- a), por lo cual el valor de la repetibilidad del método
alternativo no es superior (a un nivel de importancia del 5%) al del método de referencia.

7.3.8.4.Comparacioén de las desviaciones entre dos métodos

Cdlculos
N
- La media de los resultados del método usual M, M =-,]7—Z Mxi
=1
n
- La media de los resultados del método de referencia M, M .=-,]7~Z My
=]
i CL
- Calcular la media de las diferencias My Md:Z’,;:Mx_M)’
i=l
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- Calcular la desviacidn estéandar de las diferencias Sy

) 2(d;—M(1)2

n-1

Si

- Calcular el Zscore Z:mrc S -
d
An

- Si el Z..ore €5 inferior o igual a 2,0, se puede considerar que el sesgo de un método respecto al otro
es satisfactorio, en el rango de valor considerado, con un riesgo de error a = 5%.

- Si Z,core €5 Superior a 2,0, se puede considerar que el sesgo de un método respecto al otro no es
satisfactorio, en el rango de valor considerado, con un riesgo de error a = 5%.

NOTA: El Zscore puede ser interpretado partiendo de la hipdtesis de que las desviaciones siguen una
distribucién normal, siendo la forma y la desviacidn estandar constantes para cada método.

Ejemplo

Estudio de una aplicacién FTIR para la determinacién de glucosa y fructosa respecto al método
enzimatico. El primer rango de valores cubre la escala de 0 a 5 g.L?, y el segundo rango de valores
cubre una escalade5a20g.L™.

Vino FTIR 1 FTIR? Enz 1 Fnz 2 di
1 0,4 03 0,3 0,2 -0,1
2 0,2 0,3 0,1 0,1 -0,15
3 0,6 09 0,2 02 -0,55
4 0,7 1 0,8 0,7 -0,1
5 1,2 1,6 11 13 -0,2
6 1,3 1,4 1,3 1,3 -0,05
7 2,1 2 1,9 2,1 -0,05
8 1,4 1,3 1,1 1,2 -0,2
9 2,8 2,5 2 2,6 -0,35
10 3,5 4,2 3,7 3,8 -0,1
11 4,4 4,1 4,1 4,4 0
12 4,8 54 55 5 0,15

Md  -0,14
Sd 0,18
Zscore -2, 77>2
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Metodo FTIR

Vino FTIR 1 FTIR2 Enz1 Enz 2 di

1 5.1 5.4 5.1 5.1 0.1
2 53 5.7 53 6.0 -0.2
3 7.7 7.6 7.2 7.0 0.6
4 8.6 8.6 8.3 8.5 0.2
5 9.8 9.9 9.1 9.3 0.6
6 9.9 9.8 9.8 10.2 -0.1
7 11.5 11.9 13.3 13.0 -1.4
8 11.9 12.1 11.2 114 0.7
9 12.4 12,5 11.4 12.1 0.7
10 16 15.8 15.1 15.7 0.5
11 17.7 18.1 17.9 18.3 -0.2
12 20.5 20.1 20.0 19.1 0.7

Md = 0.19

Sd= 0.63

Zocore = 0.30<2

En el primer rango de valor, el Z,,.es superiora 2. La espectrometria FTIR para la determinacién de
la glucosa fructosa aqui estudiada no puede considerarse exacto respecto al método enzimatico.

En el segundo rango de valor, el Zy,. es inferior a 2. La espectrometria FTIR para la determinacion de
la glucosa fructosa aqui estudiada puede considerarse exacto respecto al método enzimatico

El sesgo del método FTIR con respecto al método enzimatico es satisfactorio, solamente en el
segundo rango de valor considerado, con un riesgo de error a = 5%.

Comparacién método FTIR/método enzimatico Comparacién método FTIR/método enzimatico
Glucosa+Fructosa Glucosa+Fructosa

Meétodo FTIR

Metodo enzimatico Metodo enzimatico

7.4.  Tercera etapa: conclusiones del laboratorio

El método se declara vélido si los resultados obtenidos permiten cumplir los requisitos definidos en
la primera etapa. El laboratorio emite una conclusion formal sobre ia validez del método, indicando:
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El método no se declara invélido si el rendimiento calculado cumple con los requisitos que se definen
en la primera etapa.

- Las matrices analizables.

- Los rangos de concentracidn validados.

- Los limites especificos (interacciones, etc.)

- Toda la informacidn y restricciones especificas sobre la validez del método.

8. Control de calidad interno de los métodos de andlisis (CIC)

8.1. Documentos de referencia

- Resolucion OIV OENO 19/2002: Recomendaciones armonizadas para el control interno de calidad
en los laboratorios de analisis.

- CITAC / EURACHEM: Guia de calidad en la quimica analitica, Edicion 2002.

- Norma NF V03-115/1996: Andlisis de los productos agricolas y alimenticios - Guia para la utilizacién
de los materiales de referencia.

- Norma ISO 7870/2007: Diagramas de control.

- Norma ISO 11095/1996: Calibracién lineal utilizando materiales de referencia.

8.2, Principios generales

Recordemos que el resultado de un andlisis esta sujeto a dos tipos de errores: el error sistematico,
traducido en términos de sesgo, y el error aleatorio. En los andlisis en series, es posible que concurra
otro tipo de error, que puede contener a la vez errores sistematicos y errores aleatorios: se trata del
efecto de serie. Se produce, por ejemplo, por la desviacién del sistema de medida a lo largo de una
serie.

El CIC tratara de identificar y controlar estos tres errores.

8.3.  Materiales de referencia

El CIC se basa esencialmente en la explotacién de los resultados de medida de materiales de
referencia. Su eleccidn y constitucidn son, pues, etapas esenciales que se recomienda dominar para
ofrecer una base eficaz al sistema.

Un material de referencia se define por dos parametros:

- Su matriz,
- La asignacién de su valor de referencia,

Existen varios casos posibles; los casos hallados en enologia aparecen agrupados en la siguiente tabla
de doble entrada:
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8.4. Control de las series analiticas

8.4.1. Definicion

Una serie analitica es un conjunto de medidas realizadas en condiciones de repetibilidad. Los
laboratorios que utilizan mayoritariamente el modo de andlisis por serie analitica deben comprobar
el correcto ajuste instantaneo del instrumento de medida y su estabilidad a lo largo de la serie
analitica.

Pueden utilizarse dos procedimientos complementarios:

- El uso de materiales de referencia (a menudo llamados, por extensidn, «materiales de
control»).
- El uso de un calibre interno, en especial para los métodos separativos.

8.4.2. Control de la veracidad a partir de materiales de referencia

El error sistemadtico se controlard introduciendo materiales de referencia cuyo valor de referencia
haya sido asignado a partir de medios externos al método controlado.

El valor medido del material de referencia se asociada a una desviacion maxima tolerada (DMT o
EMT), también llamada tolerancia, dentro de la cual se acepta como viélido el valor medido. El
laboratorio define los valores de tolerancia (DMT) para cada pardmetro y para cada sistema analitico.
Estos valores son propios del laboratorio.

Los materiales de control deberan elegirse de manera que sus valores de referencia correspondan a
los niveles de valores habitualmente hallados para un pardmetro determinado. Si la escala de medida
es amplia y la incertidumbre de medida no es constante a lo largo de la escala, se recomienda utilizar
varios materiales de control para cubrir los diferentes rangos de valores.

8.4.3. Precision intraserie

Si las series analiticas son bastante largas, existe un riesgo de desviacion del sistema analitico. En tal
caso se recomienda controlar la precision intraserie utilizando un mismo material de referencia
posicionado a intervalos regulares en la serie. Podran emplearse los mismos materiales de control
que se utilizan para la veracidad.

Conviene que la desviacion de los valores medidos del mismo material de referencia durante la serie
sea inferior al valor de repetibilidad r calculado para un nivel de confianza del 95 %.

NOTA: Para un nivel de confianza del 99 %, se puede utilizar como valor 3,65.S.

8.4.4. Calibre interno

Algunos métodos separativos permiten introducir un calibre interno en el producto a analizar. El
valor de la sefial del calibre interno se utiliza en la cuantificacion de los parametros medidos. En este
caso, se recomienda proceder a la introducciéon de un calibre interno con material calibrado de
incertidumbre de medida conocida.
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Cabe recordar que una desviacién afecta en proporciones iguales a las sefiales del analito y del
calibre interno, pero si se calcula el valor del analito con el valor de la sefial del calibre interno, el
efecto de la desviacion queda anulado.

La serie quedara validada si los calibres internos estan dentro de las tolerancias definidas.

8.5. Control del sistema de andlisis

8.5.1. Definicién

Se trata de un control complementario al control de las series. Se diferencia de este dltimo en el
hecho de que se recogen valores obtenidos en escalas de tiempo largas y/o con valores procedentes
de otros sistemas de analisis.

Desarrollaremos dos aplicaciones:

- Diagramas de Shewhart para el seguimiento de la estabilidad del sistema de analisis.
- Comparacion interna y externa del sistema de analisis.

8.5.2. Diagrama de Shewhart

Los diagramas de Shewhart son herramientas estadisticas graficas que permiten controlar las
desviaciones de los sistemas de medida mediante el analisis de rutina en la prdctica y en condiciones
de reproducibilidad de materiales de referencia estables.

8.5.2.1. Obtencion de los datos

Un material de referencia estable se mide durante una periodo suficientemente largo, a intervalos
regulares definidos. Dichas medidas se registran y se representan en gréficos de control. Se realizan
en condiciones de reproducibilidad y pueden utilizarse para calcular la reproducibilidad, e incluso
para estimar la incertidumbre de medida.

Los valores de los pardmetros analiticos de los materiales de referencia elegidos deben situarse
dentro de los de los rangos de medida validos.

Los materiales de referencia se analizan durante una serie analitica, si es posible periédica, con una
posicion variable en la serie en cada andlisis. En la practica, es perfectamente posible utilizar las
medidas de los materiales de control de las series para elaborar los graficos de control.

8.5.2.2. Presentacion de los resultados y definicién de los limites

Los resultados individuales se comparan con el valor aceptado del material de referencia y la
desviacion estandar de reproducibilidad del parametro considerado, en el rango de valores
considerado.

Se definen dos tipos de |imites en los diagramas de Shewhart: los limites asociados a los resultados
individuales y los limites asociados a la media.
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Los limites definidos para los resultados individuales suelen basarse en los valores de desviacién
estandar de reproducibilidad intralaboratorio para el rango de valores considerado; son de dos tipos:

- El limite de alerta: +/-2.5r
- El limite de accién: +/-3.Sr

El limite definido para la media acumulada es mds pequefio cuanto mayor es el nimero de medidas
realizadas.

- Este limite es un limite de accidn: +/ 3.5x siendo n el niumero de medidas indicadas en
n

el gréfico.

NOTA: Por problemas de legibilidad, el limite de alerta de la media acumulada figura pocas veces en

2.5¢

el grafico de control. Tendria como valor +/— \/—
n

Diagrama de Shewhart

o

Media acumuiada

Limite de accién superior

Limite de accion interior

Limits superior de alerta para resuliados indiv.

Limite inferior de alerta para resultados indiv.

Limite de accién superior para resultados indiv.

Limite de accion inlerior para resultados indiv.

8.5.2.3. Explotacion del diagrama de Shewhart

A continuacién mencionamos los criterios de explotaciéon que se utilizan con més frecuencia. Los
laboratorios tienen la responsabilidad de definir con mas precisién los criterios que aplican.

Se emprendera una accion correctiva sobre el método (o el aparato):
a) Si un resultado individual se encuentra fuera de los limites de accidn de los resultados individuales.
b) Si dos resultados individuales consecutivos se encuentran fuera de los limites de alerta de los
resultados individuales.
¢) Si, ademas, el anélisis a posteriori de los gréficos de control revela desviaciones del método en tres
casos:

- Nueve puntos de resultados individuales consecutivos se encuentran del mismo lado de la recta
de los valores de referencia.

- Seis puntos de resultados individuales sucesivos suben o descienden.

- Dos de cada tres puntos sucesivas se encuentran entre el limite de alerta y el limite de accion.
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d) Si la media aritmética de los n resultados registrados supera uno de los limites de accién de la
media acumulada (lo que demuestra una desviacion sistematica de los resultados).

NOTA: El gréfico de control debe reiniciarse en n=1si se aplica una accién correctiva en el método.

8.5.3. Comparacién interna de diferentes sistemas de andlisis de un mismo parametro

En un laboratorio que dispone de varios métodos de analisis para un pardmetro determinado, es
interesante realizar medidas de los mismos materiales de ensayo para comparar los resultados. La
similitud de los resultados se considera satisfactoria entre los dos métodos si su desviacion es inferior
a 2 veces la desviacién estandar de diferencia calculada en la validacidn, y con un nivel de confianza
del 95 %.

NOTA: Esta interpretacion es posible si se supone que las desviaciones siguen una ley normal con un
95 % de confianza.

8.5.4. Comparacién externa del sistema de anilisis
8.5.4.1. Cadena de andlisis de comparacién interlaboratorio
Objeto

Los ensayos interlaboratorios son de dos tipos:

1. Estudios colaborativos relativos a un solo método. Estos estudios se realizan para la validacion
inicial de un nuevo método, con objeto de definir principalmente su desviacién estandar de
reproducibilidad interlaboratorios SR(método). También podrd determinarse la media m.

2. Cadenas de comparacion interlaboratorios, o ensayos de aptitud. Estos ensayos se realizan para la
validacién de un método adoptado por el laboratorio y el control de calidad de rutina. El valor
obtenido es la media interlaboratorios m, asi como la desviacion estandar de reproducibilidad
interlaboratorios e intermétodo.

En el marco de su participacién en una cadena de andlisis, o en un estudio colaborativo, el
laboratorio

puede explotar los resultados para estudiar la veracidad de un método, con objeto de garantizar
inicialmente su validacién y su control de calidad de rutina.

Si los ensayos interlaboratorios se realizan en el marco de una organizacién homologada, este
trabajo de comparacion podré permitir el acoplamiento del método.

Protocolo bdsico y cdlculos

Para obtener una comparacién suficiente, conviene utilizar un nimero minimo de cinco materiales
de ensayo durante el periodo.

Para cada material de ensayo se obtienen dos resultados:

- La media de todos los laboratorios que han obtenido resultados significativos m
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- La desviacién estandar de reproducibilidad interlaboratorios Sa-inter

El laboratorio analiza los materiales de ensayo con p réplicas, siendo realizadas dichas réplicas en
condiciones de repetibilidad. p debe ser al menos igual a 2.

Por otra parte, el laboratorio podra comprobar que la variabilidad intralaboratorio (reproducibilidad
intralaboratorio) sea inferior a la variabilidad interlaboratorios {reproducibilidad interfaboratorios)

determinada por la cadena de analisis.

Para cada material de ensayo, el laboratorio calcula el Zscore, obtenido por la siguiente formula:

Flab—N1)
Zsmr(' =]—l

SR—inl:'r

Los resultados podran registrarse en el siguiente cuadro:

Material Media Desviacién-
Repl .. Repj .. Re Media labo. . V4
de ensayo P P PP cadena estandar score
Vi
Ay _ Mgty =110
1 X11 Xij X1p e = i m; SR-inler(l) Zsrome[

P

. Ay S ok —H1
[ Xj1 cee Xu wes X/p Z m,' Zscora =|ﬂ_|'

Se.; .
Hliab = o Reinter(i) SR-mierts

RV 1 1abn —Hin
n X,,1 oee an oes an Z m,, SR.,',"E{") Z:rmn=L—l

Fliabn = = Sr-intertn

La representacion grafica de los Zy.qes puede resultar muy util para la interpretacion de los resultados.
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Resultados de la participacion de un laboratorio en los EIL: Presentacion en

Z-scores
3
A
2 ............................................................................. .
1 X ® vepl
et
p X X ® X rep2
g e ® o
g 0 ) .. -2 Zscores
N9 1 2 % 4 5 § 7 & 9 10 11 - +2Zscores
1 W 2 a3 75COVES
® ® + 3 Zscores
\/
_2 _____________________________________________________________ /\ e e
-3
Interpretacion

La interpretacion de los resultados debe hacerse a dos niveles:
Interpretacién individual de los resultados

Si todos los Z..,. son inferiores a 2, los resultados del método analizado pueden considerarse
idénticos a los obtenidos por los laboratorios que dieron resultados significativos.

El laboratorio podra definir sus propios criterios de validacién, en funcién de los resultados buscados.
Por defecto, se proponen los siguientes criterios:

Se procederad a acciones correctivas:

- Si un resultado individual se encuentra fuera de los limites de 3 Zycores.
- Si dos resultados individuales consecutivos se encuentran mas alld de 2 Z; e

Interpretacion de [as tendencias

Ademés de comprobar los resultados individuales, se deben analizar las tendencias, en particular con
respecto a la posicion de los valores de laboratorio en relacién a la media. Si se sitian
constantemente en el mismo lado de la media en varias cadenas sucesivas de andlisis significa que el
laboratorio estd sujeto a un sesgo, lo que justifica para el laboratorio la implementacion de acciones
correctivas, aunque 10 Zq.ore: S€ mantengan por debajo del valor critico.
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El laboratorio podra definir sus propios criterios de validacién, en funcién de los resultados buscados.
Por defecto, se proponen los siguientes criterios:

Se procedera a acciones correctivas si:

- Nueve Zscores consecutivos son positivos o negativos.
- Seis puntos de los resuitados individuales sucesivos suben o bajan.
- Dos de cada tres puntos sucesivos se situan entre 2 Ziores ¥ 3 Zecores.

8.5.4.2. Comparacion con materiales de referencia externos

La medida a intervalos regulares de materiales de referencia externos también permite controlar la
aparicion de un error sistematico (sesgo).

El principio consiste en proceder a la medida de materiales de referencia externos y aceptar o
rechazar el valor en funcién de limites de tolerancia. Estos limites se definen a partir de la
combinacion de las incertidumbres del método controlado y el valor de referencia del material de
referencia.

Incertidumbre estdndar del material de referencia

Los valores de referencia de estos materiales van acompafados de intervalos de confianza. El
laboratorio debe determinar la naturaleza de este dato y extraer el valor de la incertidumbre
estandar del valor de referencia Sref . Se presentan distintos casos que cabe distinguir :

- Caso en que la incertidumbre a viene dada en forma de un intervalo de confianza del 95 %
(incertidumbre expandida). Esto significa que nos situamos en el marco de una ley normal. a
constituye, pues, una «incertidumbre expandida» y corresponde a 2 veces la desviacion
estandar Sref de la incertidumbre estandar de los valores de referencia de los materiales
facilitados.
a
Sref = E

- Caso de homologacion, u otra especificacion, que ofrece unos limites +/- a sin especificar el
nivel de confianza. Nos situamos aqui en el marco de una dispersién rectangular, pudiendo el
valor de la medida X tomar cualquier valor en el intervalo ref+/- a.

a

Sref = ﬁ

- Caso particular de un vidrio que ofrece unos limites +/- a. Nos situamos aqui en el marco de
una dispersion triangular.

S =

@
ref \/6
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Definicion de los limites de validez de una medida del material de referencia

A la incertidumbre estdndar Sref del valor del material de referencia externa se afade la
incertidumbre

estandar del método del laboratorio a controlar, Smétodo (estas dos fuentes de variabilidad deben
tenerse en cuenta en la determinacion de los limites).

Smétodo se calcula a partir de la incertidumbre expandida del método del laboratorio de la siguiente
forma:

_ incertidumbre
método — 2

S

El limite de validez del resultado (con un nivel de confianza del 95%) =

2

valor de referencia+/—2 ref +O, 510do

Ejemplo: se utiliza una solucién tampén pH 7 para el control de un pH-metro. El
intervalo de confianza proporcionado por la solucién pH es +/- 0,01 y se indica que este
intervalo de confianza corresponde a la incertidumbre expandida con un nivel de
confianza del 95 %. Por otra parte, la incertidumbre expandida del pH-metro es de 0,024.

Los limites seran:

/200N 0.024)
2/00) 0024

Es decir, +/- 0,026 respecto al valor de referencia y con un nivel de confianza del 95 %.

9. Estimacion de la incertidumbre de medida

9.1. Ambito de aplicacién

El estudio procede de la norma ISO 11352 (2012): estimacién de la incertidumbre de medida segun
los datos de validacion y control de la calidad.

La incertidumbre aporta dos tipos de informacién:
- Por una parte, la dirigida a los clientes del laboratorio, indicando las desviaciones
potenciales a tener en cuenta para interpretar un resultado de analisis. Se recomienda
precisar que esta informacién no puede utilizarse como medio de evaluacién externa del

laboratorio.
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- Por otra parte, constituye una herramienta interna dindmica de evaluacién de la calidad de
los resultados de andlisis del laboratorio. Si su medida o su evaluacién es regular y se efectia
a partir de una metodologia fija y bien definida, permite saber si las desviaciones que
presenta un método evolucionan favorable o desfavorablemente {exclusivamente en el caso
de la estimacién a partir de datos intralaboratorio).

La presente guia se limita a aportar una metodologia practica en el marco de laboratorios de
enologia que tratan andlisis en serie. Dichos laboratorios disponen de una gran cantidad de datos
gue les confieren una dimensidn estadistica significativa.

La estimacion de las incertidumbres puede realizarse en la mayoria de casos a partir de los datos
obtenidos en el marco de los trabajos de validacion y de control de calidad. Datos que se podran
completar con experimentos, en particular para determinar los errores sistematicos.

9.2. Metodologia

El trabajo de estimacidn de la incertidumbre se desarrolla en tres etapas fundamentales. El calculo
en si se realiza solo en la tercera etapa, y solo puede aplicarse tras haber completado las dos
primeras etapas.

1. Definicion del mesurando y descripcion del método de analisis cuantitativo.
2. Andlisis critico del proceso de medida.
3. Estimacién de la incertidumbre.

9.2.1. Definicion del mesurando y descripcion del método de andlisis cuantitativo

En un primer momento se debe:

- Precisar claramente el objeto de la medida.
- Definir la magnitud medida.
- Si el mesurando se obtiene por un cédlculo a partir de magnitudes medidas, si es posible
debe indicarse la relacidn matematica que los une.
- Indicar todas las condiciones operatorias.
Estos elementos se incluyen, en principio, en los procedimientos del sistema de calidad del
laboratorio.

La expresion de la relacion matematica entre el mesurando y las magnitudes puede ser en algunos
casos (métodos fisicos, etc.) muy compleja y no es siempre pertinente ni es posible detallarla
integramente.

9.2.2. Andlisis critico del proceso de medida e identificacion de las fuentes de
incertidumbre

Se recomienda identificar las fuentes de incertidumbre que influyen en el resultado final. Se podra
estimar la importancia de cada fuente, para eliminar aquéllas que tienen una influencia menor
despreciable. Lo que se realiza estimando:

- El nivel de gravedad de la desviacion generada por un mal dominio del factor en cuestion.
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- La frecuencia de los problemas potenciales.
- Su detectabilidad.

Este analisis critico puede realizarse segun el método de «las 5M».

Mano de obra:
Efecto operario

Materia:
Efecto muestra (estabilidad, homogeneidad, efectos matriz) y consumibles (reactivos, productos,
soluciones, materiales de referencia, etc.).

Material:
Efecto equipo (respuesta, sensibilidad, modos de integracidn, etc.) y material de laboratorio (balanza,
vidrio, etc.).

Método:
Efecto aplicacion del modo operatorio (condiciones operatorias, sucesion de las operaciones, etc.).

Medio:
Condiciones ambientales (temperatura, presion, iluminacidn, vibraciones, radiacién, humedad, etc.).

9.2.3. Calculos de estimacion de la incertidumbre estandar por procedimiento de sesgo-
precision
9.2.3.1.Principio

Un resultado de andlisis se desvia del valor verdadero bajo el efecto de dos fuentes de error: los
errores sistemdticos y los errores aleatorios.

Resultado del analisis = Valor verdadero + Error sistematico + Error aleatorio
La incertidumbre caracteriza la dispersidn del resultado del analisis.

Variabilidad (resultado del andlisis) = incertidumbre estandar U(x)
Variabilidad (valor verdadero) = 0
Variabilidad (error sistematico) = incertidumbre estandar de sesgo U,..

Variabilidad (error aleatorio) = incertidumbre estandar de precision Upe

Lo que se traduce en forma de incertidumbres estandar {desviaciones estandar):

U(x) = UL, +U?

sesga precision
Al identificar las fuentes de incertidumbre, el laboratorio distinguira dos fuentes de incertidumbres:

«aleatorias» y «sistematicas», con el fin de identificar a los que entran en el presupuesto Upecisiosn ¥
los que entran en el presupuesto Ugegge.
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NOTA: Cabe sefialar que la guia EURACHEM/CITAC, Cuantificar la incertidumbre en las medidas
analiticas, recuerda que «En general, la Guia ISO exige que se apliquen las correcciones a todos los
efectos sistematicos identificados y significativos». En un método «bajo control», los errores
sistematicos deberian pues constituir una parte menor de la incertidumbre.

9.2.3.2.Estimacion de la incertidumbre estandar de precisién intralaboratorio: Uy ecisisn

Uprecsion €S UNa cuantificacion de todos los errores aleatorios (significativos) del método en tres casos:

- Resultados de laboratorio de control interno de calidad (CIC).

- Resultados de laboratorio de un estudio de material en condiciones de precisién intermedia en el
marco de validacién de un método.

- Pruebas de laboratorio en los materiales bajo condiciones de repetibilidad.

La desviacién estandar de reproducibilidad intralaboratorio Sgw es una buena estimacion de Ugrecision
bajo reserva de que las condiciones de reproducibilidad intralaboratorio sean experimentalmente
aplicables al método. Asi:
- Las condiciones experimentales permitiran cubrir todas las fuentes significativas de error
aleatorio.
- En los casos en que la matriz tenga un efecto sobre el método, la matriz de los materiales
utilizados en el plan de experimentacion de precisién intermedia debera ser representativa
de las matrices analizadas.

En ese caso:

Uprecislﬁn = Spw

Nota: Si las condiciones de reproducibilidad intralaboratorio no son aplicables (no hay material
estable, ...), el laboratorio llevara a cabo un estudio de precisidn intermedia (Sg), para cubrir las
condiciones mas amplias posibles. Las fuentes de error aleatorio, identificadas como significativas y
no incluidas en las condiciones de precisién intermedia, seran objeto, si es posible, de un estudio
para estimar sus incertidumbres estandar, que se sumaran a Sg.

9.2.3.3. Estimacion de la incertidumbre estandar de sesgo: U

El error sistematico tiene su origen en los materiales de referencia utilizados para la calibracion o el
ajuste del método. Los valores objetivo de dichos materiales de referencia van acompafiados de una
incertidumbre que, por propagacion, afecta al sesgo del método.

Ademas, el intervalo durante el cual el laboratorio acepta los resultados de la medida en el o los
materiales de referencia (desviacién mdaxima permitida DMP) constituye una segunda fuente de
incertidumbre, que se afiade a la del valor objetivo del material de referencia.

La incertidumbre estandar ligada a los errores sistematicos depende de:

e El sesgo del método y de laboratorio, es decir, de la diferencia respecto a un valor de referencia
certificada o nominal.

e La incertidumbre estandar sobre el valor de referencia certificado o nominal.

La incertidumbre ligada al sesgo del método U, se calcula utilizando varios procedimientos:
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- La medida por laboratorio de uno o varios materiales de referencia certificados.

- La participacion del laboratorio en comparaciones intralaboratorio.

- La realizacién por el laboratorio de analisis de rendimiento o de adiciones.

- La aplicacién por el laboratorio de un método de referencia en paralelo.

- La realizacién por el laboratorio de medidas en una magnitud Y, en base a un modelo
matematico (procedimiento GUM).

Asi, el error viene dado por:

DMT

- DMT: incertidumbre estandar U p,,;; = —

2

- Incertidumbre estandar sobre el valor objetivo del material de referencia U,;. Dependiendo del tipo
de material de esta incertidumbre, se obtiene de distintas formas.

Referencia

Incertidumbre-estandar

Material de referencia
certificado

Uger, iNcertidumbre estandar sobre el valor de referencia del material
de referencia certificado, incluida en el certificado del material.

Material de referencia obtenido
de una comparacion
interlaboratorio

Uger, generalmente proporcionada por el organizador de la
comparacion interlaboratorio.

Uger puede calcularse de la siguiente manera:
uper = desviacion estandar de reproducibilidad interlaboratorio / ;

siendo p el nimero de laboratorios incluidos en el célculo de la
desviacion estandar.

Material de referencia con valor
asignado por un método de
referencia

Uger = Incertidumbre estandar del método de referencia /J;.

siendo p el nimero de anilisis realizados sobre el material, en
condiciones de precision intermedia.

Material de referencia con valor
asignado por formulacién (peso,

pipetaje)

Urer= desviacion estdndar o incertidumbre estandar que caracteriza el
valor de la adicién a la preparacién, a los materiales y materiales
utilizados. Dicha incertidumbre estandar puede obtenerse de las
informaciones proporcionadas por los equipos utilizados:

- Vidrio: precision de lectura, +/-a (dispersion triangular)

- Herramienta de medida analégica, con una graduacioén e

g
Upgr = —=
raf 2\{3

- Herramienta de medida analdgica (no vidrio), con precision +/-
a

7]
Upep = ﬁ

© 0Iv 2013
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- Balanza comprobada con estandar de peso, cuyo DMT es d

a
Uref = E

Si el método se aplica a un material de referencia unico, la incertidumbre estandar del sesgo (Usesgo /
Upiais) €5 la siguiente:

Usesgo = V U -DMT + U ;rf

Si el método se aplica con p materiales de referencia, la incertidumbre estdndar del sesgo es la
siguiente:

Pyl
_ 2 Zl lUr([
Umsv - U mlr+
14
Nota: El laboratorio podra optar por un material de referencia cuyo Yrer sea el mas bajo posible. En
particular, la formulacién del material de referencia por peso y/o volumetrias relacionadas conduce a

Ure; generalmente bajos y despreciables respecto a Upyr. Los materiales cuyos valores objetivo se
obtienen por medio de ensayos interlaboratorios suelen presentar Ur:r mas altos.

9.2.3.4. Caso particular: error de matriz con un método cuya sefial no es especifica al mesurando

En métodos cuya sefal no es especifica al mesurando (por ejemplo técnicas infrarrojas), el efecto
matriz produce un error aleatorio de un material a otro, pero en un mismo material. Este error esta
ligado a la interaccion de los compuestos presentes en el producto a analizar sobre la medida del
analito buscado. Esta fuente de error, que puede ser un elemento importante del presupuesto de la
incertidumbre, no esta cubierta por las condiciones experimentales de reproducibilidad
intralaboratorio.

En este tipo de situaciones, conviene implementar un plan de experimentacion que permita estimar
dicha fuente de error Un, que se incluird en el presupuesto de la incertidumbre.

ki J
Uprm‘isi(ﬁn = V S RW + Unml

Eiemplo : Estimacidn del efecto matriz sobre FTIR

La sefial del método FTIR (espectro infrarrojo) no es una sefial especifica de cada uno de los
compuestos que se miden por esta técnica. El modelo estadistico de calibracidén permite tratar la
informacion espectral no especifica y con ruido, en una estimacion suficientemente exacta del valor
del mesurando. Este modelo incluye influencias de los otros compuestos del vino, que varian de un
vino a otro e introducen un error en el resultado. Antes de realizar el trabajo de andlisis de rutina, los
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desarrolladores de calibraciones deben realizar un trabajo particular para minimizar este efecto
matriz y fortalecer las calibraciones, esto es, que sean capaces de integrar estas variaciones sin
repercutir en el resultado. No obstante, el efecto matriz siempre esta presente y constituye una
fuente de error de origen de una parte importante de la incertidumbre de un método FTIR.

Este error de efecto de matriz puede estimarse comparando, por una parte, las medias de un gran
numero de réplicas de medidas FTIR, obtenidas sobre varios materiales de referencia (al menos diez),
en condiciones de reproducibilidad, y, por otra, los valores verdaderos de los materiales de
referencia que presentan una matriz de vino natural. La desviacidn estandar de las diferencias indica
esta variabilidad de calibracién, siempre y cuando la calibracién haya sido previamente ajustada
(sesgo = 0).

Este procedimiento tedrico no es realizable en la practica dado que los valores verdaderos nunca se
conocen, pero es experimentalmente posible hacer una aproximacién:

- Previamente, el método FTIR debe ser ajustado estadisticamente (sesgo = 0) respecto a un método
de referencia a partir de al menos 30 muestras. Lo que permite eliminar los efectos de sesgo en las
medidas siguientes.

- Los materiales de referencia deben ser vinos naturales. Se recomienda utilizar al menos diez
materiales de referencia diferentes, cuyos valores se situen dentro de un rango de valores donde la
incertidumbre pueda considerase como constante.

- Se obtiene un valor de referencia aceptable a partir de la media de varias medidas por el método de
referencia, efectuadas en condiciones de reproducibilidad. Lo que permite reducir la incertidumbre
del valor de referencia: si para el método de referencia utilizado todas las fuentes de incertidumbre
importantes se incluyen en las condiciones de reproducibilidad, la multiplicacién del nimero p de
medidas realizadas en las condiciones de reproducibilidad permite dividir la incertidumbre asociada a
su media por 1 . La media obtenida a partir de un nimero suficiente de medidas tendra entonces

una incertidumbre baja, incluso despreciable, respecto a la incertidumbre del método usual y, por
tanto, podra utilizarse como valor de referencia. p debe ser al menos igual a 5.

- Los materiales de referencia se analizan por el método FTIR, con varias réplicas obtenidas en
condiciones de reproducibilidad. El hecho de multiplicar el nimero de medidas g en condiciones de
reproducibilidad sobre el método FTIR permite reducir la variabilidad ligada a la precisién del método
(error aleatorio). El valor medio de estas medidas tendrd una desviacién estandar de variabilidad
dividida por g. Este error aleatorio puede pasar a ser despreciable respecto a la variabilidad ligada a
la calibracién (efecto matriz) que tratamos de estimar aqui. g debe ser al menos igual a 5.

El ejemplo siguiente se aplica a la determinacién del dcido acético mediante el método FTIR. Los
valores de referencia se ofrecen para cinco medidas en condiciones de reproducibilidad sobre siete
materiales de ensayo estables. En principio, siete materiales son insuficientes, pero los datos tienen
aqui un mero valor de ejemplo.
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Método de referencia FTIR

Materiales 1 2 3 4 5 RefMed 1 2 3 4 5 IRTEMed Dif.

1 0,30 0,32 0,31 0,30 0,31 g¢,308 030 031 0,31 0,30 0,30 0,305 -0,004

031 032 032 0,32 0,31 0.316 031 0,32 030 031 031 0315 -0.006
0,38 039 039 038 038 0.384 037 037 037 037 036 037 -0016
0,25 025 0,25 0,24 0,25 0.248 026 0,26 0.26 0.25 0.26 0.26  0.01
039 039 040 040 0,39 0394 043 042 043 042 042 0425 003
0,27 0,26 0,26 0,26 0,26 0.262 0,25 0,26 0.25 0.25 0.26 0.255 -0.008
037 037 037 037 036 0368 037 036 036 035 036 0.365 -0.008

NOnh_wN

Célculo de las diferencias: dif = Med FTIR — Med Ref.

Se comprueba que la media de las diferencias Md = 0,000 (ajuste correcto del FTIR respecto al
método de referencia).

La desviacion estandar de las diferencias es Sd = 0,015. Esta desviacion estandar permite estimar la
variabilidad generada por la calibracion, de modo que podemos decir que:

Umat = 0,015

NOTA: Cabe recordar que, a raiz de este procedimiento, el valor de Umat puede verse
sobreestimado. Si el laboratorio considera que el valor es significativamente excesivo en las
condiciones operatorias aqui definidas, podra aumentar el nimero de medidas sobre el método de
referencia y/o sobre el método FTIR.

Las condiciones de reproducibilidad engloban todas las otras fuentes significativas de error. Por otra
parte, se ha calculado SRW = 0,017

La incertidumbre de la determinacidn del acido acético por esta aplicacion FTIR es:

U =4/0,017> +0,015° =0,023

precision

9.2.3.5. Expresién de la incertidumbre expandida

La incertidumbre expandida se expresa generalmente con un factor de expansidn k=2.

En valor absoluto:

2

U = iZU(X) = i-Z'JU;ZJrec-'SIo'n + Usesgo

En valor relativo:

Ux)
U®%) = 1+2.-
x¥.100
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9.2.3.6. Ejemplo

Estimacién de la incertidumbre de un método de medida del SO, por adiciéon colorimétrica
automatizada.

1/ Fuentes de error
Errores del PCL errores aleatorios

Variacién de los reactivos errores aleatorios
Calibracion del método error sistemético

2/ Uprecisién
Estudio de reproducibilidad a partir de los datos de seguimiento del método en un vino almacenado
en el frigorifico a 4 °C (el nivel de SO, se considera estable durante el periodo de prueba):

Repeticién  Repeticién

1 2

114 114
116 115
114 113
118 117
117 116
122 120
116 117

5, =0,80mg. L7
Var(x) = 2 49 mg.L™*

Saw =256 mg. L2
Uprt’t‘ivi' (%) = "Séi = 2,2‘%)
CISIoNn A‘

3/ u sesgo

Las series se validan mediante una solucion de referencia de SO,, cuyo valor se obtuvo por el método
de referencia de Frantz Paul (Referencia: OIV : OIV-MA-AS323-04A : R2009). El valor objetivo de esta
solucién se ve afectado por la incertidumbre del método de Frantz Paul.

El laboratorio aplica una DMT de 12 %, U (%) pyr = 6%

La incertidumbre expandida del método Frantz Paul es del 15 %, y su incertidumbre estandar es de
Ul o'b 'r-ef = 7r5%



