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INTRODUCCION

Los plaguicidas son moléculas quimicas utilizadas para prevenir, controlar o eliminar plagas
y enfermedades en los cultivos, y son esenciales para la intensificacion de la agriculturay la
seguridad alimentaria en todo el mundo. El uso de plaguicidas ha sido beneficioso para los
agricultores al permitir el mantenimiento y aumento de la productividad de los cultivos.
Desde la década de 1940, el uso de plaguicidas ha aumentado de tal manera que otros
métodos han sido considerados menos eficaces, en Colombia, por ejemplo, el uso de
plaguicidas contribuy6 al aumento de la produccion de alimentos de 5 a 18 millones de
toneladas entre 1948 y 1998. Sin embargo, el uso indiscriminado de plaguicidas y la
ausencia de buenas practicas agricolas a lo largo de toda la cadena de produccion son
algunos de los factores que han traido como consecuencia que se hallen residuos de estas
sustancias en los alimentos, lo que constituye un riesgo para la salud de los consumidores
[1], [2]. Por lo anterior, diferentes organizaciones y gobiernos han establecido, politicas,
programas y regulaciones que buscan mitigar la presencia de plaguicidas en los alimentos
y, por tanto, sus efectos en la salud humana [3-5].

Una de las medidas que adoptan los gobiernos para garantizar la seguridad alimentaria es
el establecimiento de los limites maximos de residuos (LMR) de plaguicidas en los
alimentos. Los LMR son niveles regulatorios que buscan proteger la salud de los
consumidores y asegurar que los alimentos sean inocuos y lo mas libres posible de residuos
[6]. Estos niveles son fijados por diferentes organismos a nivel nacional, regional e
internacional, segun criterios cientificos y técnicos. Por ejemplo, a nivel internacional, el
Codex Alimentarius es un organismo que fija LMR para todos los alimentos y piensos con el
fin de facilitar el comercio internacional [7]. A nivel regional, en la Unidn Europea, los LMR
son establecidos por la Comision Europea con el apoyo cientifico de la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA)[5], [8], [9]. En el caso de Colombia, el Ministerio de la
Proteccion Social es el responsable de definir esta regulacion [10].

En este contexto, con el fin de verificar el cumplimiento de los LMR establecidos, se
encuentran disponibles diversos métodos quimicos que permiten la cuantificacion o
identificacidn de estos analitos en alimentos y piensos. Usualmente estos métodos miden
de manera simultanea varios analitos a bajas concentraciones, por lo que, suelen ser
complejos y contienen diferentes etapas como la homogenizacidn, extraccion, limpiezay
analisis instrumental. Por lo anterior, y en concordancia con la norma ISO/IEC 17025, es
preponderante, no solo realizar un adecuado proceso de validacion o verificacion, sino que
se debe contar con herramientas adecuadas para el control y aseguramiento de la validez
de los resultados [11]. Dentro de estas herramientas, se destacan los materiales de
referencia (MR) y los materiales de referencia certificados (MRC), pues a través de estos es
posible desarrollar diferentes actividades como controles de calidad rutinarios, validacion
o verificacidon de los métodos, ensayos de aptitud, estimacion de la incertidumbre [12]-
[14]. Desafortunadamente la oferta de MR o MRC es baja y la mayoria de los materiales
disponibles son sustancias certificadas en pureza, soluciones calibrantes y existen muy
pocos en matrices alimenticias [12]. Lo anterior dificulta encontrar materiales de referencia
que cumplan con las caracteristicas requeridas (matriz-analito-nivel de concentracion),




sumado a otros inconvenientes de tipo logistico asociados a la importacidon de estos
materiales.

Por las razones mencionadas, una practica conveniente es el uso de materiales de
referencia producidos en el laboratorio conocidos comUnmente como: MR in-house (iHMR),
materiales de control de calidad (QCM) o controles internos de calidad (IQC) para suplir, en
parte, la necesidad en la validacion de métodos y en el control de calidad de los resultados
[15]-[18]. Los materiales de referencia preparados en el laboratorio, o in-house, son muy
recomendables cuando se requiere tener un control que represente lo mas fielmente
posible las muestras de rutina, cuando se requiera controlar el error sistematico de
laboratorio en condiciones de precision intermedia o cuando no existe un MRC adecuado
para la evaluacion de las caracteristicas de desemperio de los métodos.

Por todo lo anterior, el objetivo de la presente guia es brindar un documento orientativo
para los laboratorios que consideren preparar sus propios materiales de referencia
relacionados con la medicion de residuos de plaguicidas en alimentos. Para la elaboracion
del presente documento, se consideraron algunas de las herramientas de las Guias ISO
80:2014 [18] e ISO 35 [19], la NORMA ISO 17034 [20], asi como la experiencia del Instituto
Nacional de Metrologia en la preparacion y caracterizacion de materiales de referencia en
alimentos [21]-[23].

La presente guia se divide en tres secciones, en una primera, se brinda un marco conceptual
(Capitulos 1y 2), que incluye la produccion de materiales de referencia y sus alcances en el
controly aseguramiento de la calidad. En la tercera seccion (Capitulo 3), seilustra, mediante
ejemplos practicos, las diferentes etapas que se deben desarrollar en la preparacion de
materiales de referencia, para lo que se presentaran recomendaciones y aspectos practicos
que se documentaron durante la preparacion de materiales de referencia in-house de
residuos de plaguicidas en arroz, banano y café verde desarrollados en el INM.










1.1 DEFINICIONES SELECCIONADAS

1.1.1 Definiciones generales

Material de Material suficientemente homogéneo y estable respecto a una o mas propiedades
referencia especificadas, el cual ha sido establecido como adecuado para el uso previsto en
un procedimiento de medicion [24].

Material de referencia caracterizado por un procedimiento metrolégicamente

) ) - Material de
valido para una o mas propiedades especificadas referencia
acompanado de un certificado de material de referencia que provee un valor de la certificado
propiedad suincertidumbre asociaday una declaracion de trazabilidad metroldgica
[24].

Incertidumbre de Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos a un
medicion mensurando, a partir de la informacién que se utiliza [25].

Valor maximo establecido que se determina teniendo en cuenta el uso previsto
de una propiedad del material o lote de produccion. Este limite superior Incertidumbre
representa la variabilidad esperada en las mediciones y proporciona una objetivo

estimacion confiable de la incertidumbre asociada al resultado final, asegurando
asi la calidad y precision requeridas para su aplicacion especifica.

Mensurando Magnitud que se desea medir [25].

El control de calidad (QC) es el proceso o método mediante el cual se examinan

los productos o servicios para determinar si se adhieren a los métodos, Control de calidad
procedimientos operativos estandar o manuales de calidad establecidos por la

infraestructura de aseguramiento de la calidad [26].




1.1.2 Definiciones asociadas a los materiales de referencia

Determinacion de los valores de la propiedad o atributos de un material de
referencia, como parte de un proceso de produccion [24].

Caracterizacion

Valorde una cantidad o propiedad, de un material de referencia, que se proporciona
Unicamente a titulo informativo [24].

Valor indicativo

_ Valorasignado a la propiedad del material de referencia, que estd acompafado
Valor certificado por la incertidumbre y trazabilidad metroldgica establecida, identificado como
tal en el material de referencia certificado [24].

La mejor estimacion del valor real proporcionado por el productor cuando no se
han investigado a fondo todas las fuentes conocidas o sospechadas de sesgo

[24].

Valor de
referencia

Uniformidad en el valor de una propiedad especificada en una porcion
Homogeneidad definida de un material de referencia [24].

Caracteristica de un material de referencia, cuando es almacenado bajo
condiciones especificas, para mantener un valor especificado de la propiedad Estabilidad
dentro de los limites establecidos por un periodo de tiempo determinado [24].

Periodo de validez Intervalo de tiempo durante el cual las propiedades de MR conservan sus valores

asignados dentro de sus incertidumbres asociadas [24].
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1.1.3 Definiciones asociadas a la produccion de los MR

Homoge|:1eidad entre Uniformidad de un valor de propiedad especificado entre unidades de un lote de
unidades produccién [19].

Homogeneidad

Uniformidad de un valor de propiedad especificado dentro de cada unidad de dentro de unidades

un material de referencia [19].

Valorasignado a la propiedad del material de referencia, que estd acompafado
Valor certificado por la incertidumbre y trazabilidad metroldgica establecida, identificado como
tal en el material de referencia certificado [24].

Limite inferior de la cantidad de un MR, generalmente expresado como una

cantidad de masa o volumen, que se puede utilizar en un proceso de medicion Cantidad minima de
de modo que los valores o atributos expresados en la documentacion del MR muestra
correspondiente sean validos [19].

Estabilidad de la propiedad de un material de referencia (RM) durante el

Estabilidad a corto periodo de tiempo y las condiciones esperadas en el transporte del MR hasta el
plazo usuario final [19].
Nota: la estabilidad del transporte a menudo se denomina “estabilidad durante
transporte”.
Estabilidad de la propiedad de un material de referencia durante un periodo Estabilidad a
prolongado de tiempo [19] largo plazo
Lote de produccion Cantidad definida de material producido durante un solo ciclo de fabricacion, y

destinado a tener caracteristicas y calidad uniformes [14].
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1.2 ASEGURAMIENTO Y CONTROL DE LA CALIDAD DE
LAS MEDICIONES

Figura 1.

Actividades de
aseguramiento de la
calidad de acuerdo con la
norma ISO/IEC 17025

El aseguramiento de la calidad es el conjunto de actividades planeadas y sistematicas que
se realizan para brindar confianza al cliente [27], [28]. En el caso especifico de los
laboratorios de ensayo, el objetivo del aseguramiento de la calidad es garantizar que los
resultados analiticos sean validos y que cumplan con los requisitos de los clientes o las
normas asociadas. De forma paralela, este aseguramiento de la calidad busca la mejora
continua en el desempefio del laboratorio, por lo que el analisis continuo de la calidad de la
informacion obtenida es esencial y debe enfocarse no solo en cumplir sino en exceder la
expectativa o los requisitos de los clientes.

El reconocimiento oficial de la competencia técnica a través de la acreditacion contribuye a
asegurar que los procedimientos son aptos para el propdsito. Sin embargo, la naturaleza de
la medicion incluye la ocurrencia de errores aleatorios y sistematicos, por tanto, la
validacion, verificacion y el uso de controles de calidad en el tiempo, permiten asegurar que
la calidad de los resultados sigue siendo apta para el propdsito, asi las cosas, el rol de la
gestion de calidad es establecer medidas que permitan identificar y minimizar las fallas,
mantenerlas en un nivel aceptable, y tomar acciones correctivas o en el mejor de los casos
preventivas. La Figura 1, presenta algunas de las actividades que la norma ISO/IEC 17025
menciona se pueden realizar para asegurar la validez de los resultados [11].
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Por otro lado, el control de calidad se considera como un conjunto de operaciones
técnicas destinadas a garantizar la fiabilidad de los resultados para un conjunto
especifico de muestras [29]. Las practicas y medidas de control de calidad pueden
y deben estar presentes incluso cuando otras actividades de aseguramiento de la
calidad no estan (totalmente) implementadas, por ejemplo, durante las etapas de
desarrollo y validacion de los métodos.

Los controles de calidad se clasifican en externos e internos, los primeros consisten
en la participacion frecuente en ensayos de aptitud u otros esquemas de
comparacion Inter laboratorio. Los sequndos consisten en actividades que realiza
el laboratorio de manera auténoma y usualmente al interior de sus instalaciones,
por ejemplo, reensayo de items, empleo de cartas de control, entre otros [30]. A
continuacion, se discutiran algunos aspectos referentes al control interno de
calidad.

1.2.1  Controles internos de la calidad (IQC)

El control interno de calidad en el laboratorio de analisis quimico implica la evaluacion
continua y critica de los métodos analiticos y rutinas de trabajo propios del laboratorio,
abarca todo el proceso analitico que comienza con la entrada de la muestra al laboratorio y
finaliza con el informe de los resultados.

La evaluacion de la calidad de los datos obtenidos a través de la medicion se basa en tres
pilares:

i.  Que sean aptos para el propdsito, para lo que debe definirse el nivel maximo de
incertidumbre tolerable en relacion con la toma de decisiones, definido, por
ejemplo, con base en requisitos legales.

ii.  Que se hayan obtenido mediante métodos validados y que los parametros de
desempefio del método analitico y la incertidumbre de los resultados permitan el
cumplimiento del propdsito.

iii.  Que la incertidumbre estimada en la validacion no varie significativamente en el
tiempo de manera que siga cumpliendo con el requisito establecido para la
aplicaciéon del método de medicidn a las muestras de ensayo.

Por lo anterior, el control de calidad es fundamental en las mediciones analiticas para
asegurar que los factores o condiciones que afectan la medicion y, en consecuencia, la
incertidumbre del resultado, son estables durante largos periodos de tiempo y se puedan
comparar o actualizar respecto a la validacion inicial. En este sentido, debe realizarse de
manera rutinaria para poder confirmar continuamente su aptitud para el uso.

Es importante resaltar que el control de calidad del método de analisis pretende, en su
forma mas elemental, hacer un seguimiento de la precision del método en condiciones de
repetibilidad e intermedias, como parametro que describe que la dispersion de los datos
obtenidos en el analisis se mantiene en intervalos aceptables previamente definidos para el
cumplimiento del proposito de la medicion. Un control de calidad mas completo incluiria
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Figura 2.

Esquema del uso de
controles de calidad a lo
largo del proceso de
analisis quimico

también el sequimiento al sesgo analitico para lo que se requeriria un material de referencia
del que se conozcan el valor o valores de las propiedades y sus incertidumbres.

Para el control de calidad interno de los resultados de mediciones quimicas de muestras o
conjuntos de muestras, se tienen diferentes tipos de materiales entre los cuales se
encuentran: diferentes tipos de blancos, soluciones estandarizadas (de verificacion),
materiales de referencia (MR), materiales de referencia certificados (MRC), entre otros. En
la Figura 2, se presenta un esquema del uso de diferentes controles internos de calidad
durante el proceso analitico.
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En el desarrollo, validacion y sequimiento en rutina de los métodos analiticos, el uso de
materiales de control de calidad en matriz, como son las muestras contaminadas y los
materiales de referencia en matriz, es esencial, porque permiten la revision constante de
los procesos de preparacion de muestra. La diferencia entre estos dos tipos de control es el
estatus de homogéneo y estable que tienen los materiales de referencia y que hace que
sean controles mas confiables que las muestras contaminadas (naturalmente o
fortificadas).

Los materiales de referencia en matriz pueden ser adquiridos, pero también pueden
elaborarse en el laboratorio, adaptados al propdsito de las mediciones de rutina. Estos
Ultimos se conocen como materiales de referencia in-house, el adjetivo in-house denota que
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su fabricacion y/o las mediciones para el establecimiento de su estabilidad y homogeneidad
las realiza el mismo laboratorio. Su similitud con las muestras de rutina garantiza que los
resultados obtenidos de su medicion dan cuenta del desempefio del método en las
diferentes etapas, por tanto, permite verificar que los procedimientos se encuentran en
control estadistico y que la incertidumbre de los resultados permanece dentro de los
parametros establecidos. La guia ISO 80, guia para la preparacion interna de materiales de
referencia para el control de calidad (MCC) [17], [18], presenta aspectos relevantes de la
preparacion de estos materiales en general.

En el caso del analisis de residuos de plaguicidas, la oferta de MRC en matriz es muy limitada
para la cantidad de combinaciones analitos/matrices requeridas [22], por lo que el
documento SANTE/11312/2021 [31] menciona que, aunque la opcion preferida para evaluar
el desempefio de los métodos es el uso de los MRC, las muestras de control de calidad (MR
in-house) constituyen una alternativa apropiada, ademas el documento fomenta el
intercambio de estos materiales entre laboratorios con el fin de hacer una revision de la
veracidad del valory fortalecer la herramienta. No obstante, esimportante recordar que los
MR in-house no constituyen un reemplazo de los MRC y no proveen trazabilidad
metroldgica al resultado de la medicion.

Siendo el objetivo de este documento exponer las ventajas y alcances de la preparacion y
uso de los MR in-house particularmente en la medicion de residuos de plaguicidas, se
exponen a continuacion aspectos del uso de este tipo de materiales en la rutina de analisis.

1.2.2 Los MR in-house como herramientas del control
interno de calidad

Es ampliamente reconocido que, en la rutina de analisis, las muestras se someten a
condiciones que pueden promover la degradacion. La guia SANTE [31], propone que las
muestras sean analizadas inmediatamente se reciben, sin embargo, en la practica esto no
siempre es posible sobre todo cuando la cantidad de muestras es considerable.
Adicionalmente, algunos pasos del pretratamiento de matrices naturales, molienda,
triturado y cortado, promueven el intercambio de sustancias quimicas, enzimas propias del
alimento, la alteracidn del pH y el aumento de la temperatura, constituyendo condiciones
propicias para la degradacion y modificaciones de la composicidon quimica de la muestra.
Por lo anterior, el uso de muestras de control en matriz (fortificadas o contaminadas
naturalmente) es esencial.

Una practica reconocida en el analisis de residuos de plaguicidas es emplear muestras
testigo o control para incluirlas en la rutina y hacer un seguimiento del desempefio del
método analitico, desde la preparacion y la extraccion. Adicionalmente, se realiza el
seguimiento constante de los porcentajes de recuperacion, analizando una muestra
fortificada con los analitos de interés y comparando el valor fortificado con el valor
obtenido.

La guia SANTE [31] enfatiza en la importancia de la determinacion de la recuperacion en el
nivel de reporte y en los limites maximos permitidos para los plaguicidas de interés. Los
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resultados de esta recuperacion se consideran aceptables en el intervalo entre + 2RSD de la
recuperacion media, considerando por defecto un intervalo aceptable por defecto entre
60% y 140%. Estos controles, aunque son apropiados, tienen la limitante de que ofrecen
solo un panorama aproximado de la situacion en el momento de cada analisis y no permiten
el seguimiento de los resultados del método a través del tiempo debido a que no emplean
una referencia constante, por tanto, no aportan a la mejora continua de los métodos y en
general del desempeno del laboratorio.

Por otra parte, acerca del seguimiento de las recuperaciones en rutina, la guia menciona
que, idealmente se deberia incluir a todos los analitos en el alcance 6, como minimo, el 10%
de estos en cada lote, al nivel de LOQ o del limite de reporte, y reitera la importancia de
verificar que durante el tiempo de los analisis el método siempre conserva un buen
desempeiio en el limite de reporte.

Eluso de los MR in-house brinda la posibilidad de tener una mejor perspectiva de la realidad,
usando su valor indicativo como referencia para el calculo de las recuperaciones o bien
empledndolo directamente como linea media en las cartas de control, lo que permite
evidenciar anticipadamente la presencia de errores sistematicos sostenidos en el tiempo y
tomar acciones de investigacidon preventivas, ademas, el disefio de un MR in-house con
plaguicidas a nivel del LMR y/o el Limite de reporte representa una oportunidad para
realizar un seguimiento integral del desempefo del método.

El valor indicativo del MR in-house puede hallarse segun lo estipulado en la guia ISO 80, a
través del promedio de los valores de la propiedad obtenidos en el estudio de
homogeneidad, pero también es posible hallar un valor mas exacto usando dos técnicas
independientes y combinar los resultados (numeral 2.5).

Desde el punto de vista cualitativo, el control también es importante. La guia SANTE,
recomienda revisar el sistema en cuanto a la ionizacidn en el espectrometro de masas y da
pautas para considerar la correcta identificacion de los plaguicidas de interés, mediante los
iones moleculares y/o la relacion de intensidades de estos. Siendo el sistema de ionizacion
esencial en el analisis, un MR in-house puede disefarse de manera que, no solo sirva
propositos cuantitativos, sino también cualitativos, facilitando en rutina la correcta
identificacion de los plaguicidas, ademas, su uso continuo permitiria la identificacion de
cambios en la sensibilidad instrumental a través del tiempo, facilitando la investigacion de
anomalias en los resultados. En la Figura 3 se presenta un diagrama con las aplicaciones
generales de un MR in-house.
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Figura 3. Diagrama de aplicaciones de un MR in-house
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2. GENERALIDADES EN LA PRODUCCION
DE MATERIALES DE REFERENCIA
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INTRODUCCION

En el pasado, la certificacion de materiales de referencia se entendia en gran parte como un
proceso de asignacion de valor a un material. Se hizo poco hincapié en caracteristicas como
la homogeneidad o la estabilidad por lo que no se realizaban muchos esfuerzos para incluir
los efectos de la heterogeneidad y la degradacion de los analitos en la incertidumbre del
MRC, incluso si se sugeria. Sin embargo, la creciente necesidad de generar mejores
referencias ha llevado a que sea necesaria la inclusion de diferentes etapas que permitan
garantizar no solo la calidad del producto, sino asegurar la eficiencia, la disponibilidad de
recursos y de personal, asi como la inclusion de otras fuentes relevantes dentro del
presupuesto de incertidumbre y no solo |la debida a la caracterizacion del material. La Figura
4, presenta un esquema general del proceso de produccion de materiales de referencia
(MR).

Figura 4. Etapas generales en la produccion de MR
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I e
2.1 PLANEACION DE LA PRODUCCION

En general la produccion de un MR inicia desde la planeacidn de esta, etapa en la cual,
basicamente el material es concebido para suplir una necesidad y se determina la viabilidad
del proyecto, al soportar el cumplimiento de requisitos técnicos y de gestion minimos.
Para el caso puntual de los MR in-house, no es requerida una planeacion tan estricta como
para un MR que es producido bajo los lineamientos de la NORMA ISO 17034 [20]. Sin
embargo, de acuerdo con la Guia ISO 8o [18] la primera etapa en la produccion de un
material de este tipo es su especificacidn; consiste en establecer el propdsito y el alcance
que se pretende cubrir, dentro del esquema de aseguramiento de la calidad de los
resultados, resultando critico la definicion del tipo de matriz y su procesamiento, asi como
las propiedades de interés con sus valores, de modo tal, que se obtenga un material
representativo que permita evaluar el desempefio de los métodos cubriendo dos aspectos
esenciales:

e La preparacion de las muestras comprendiendo extraccion, limpieza, secado,
reconstitucion, derivatizacion, etc.

e La medicion instrumental de la propiedad en la muestra preparada por una
técnica adecuada.

A continuacion, se describen los criterios que se sugiere tener en cuenta para especificar el
material, desde la seleccion de la matriz y la propiedad de interés.

2.1.1 Seleccion de matrices representativas

Durante el analisis de residuos de plaguicidas y contaminantes en alimentos, es importante
seleccionar correctamente los materiales de referencia (MR) que representen las
propiedades fisicoquimicas de las matrices y los analitos. Debido a la variedad de
combinaciones posibles, es probable que se necesiten varios MR para representar
diferentes matrices. Para facilitar la seleccion, se presentan dos enfoques Utiles: la
clasificacion de alimentos representativos OCDE/SANTE vy el tridngulo alimenticio de la
AOAC.
i) Clasificacion de alimentos representativos OCDE/SANTE:

La DG SANTE de la Comision Europea ha desarrollado guias actualizadas sobre
validacion de métodos analiticos de residuos de plaguicidas en alimentos.
Basandose en las directrices de la OCDE, el documento orientativo de SANTE
(SANTE 11312:2021) clasifica los alimentos y piensos en 10 categorias con
productos tipicos y representativos en cada una. A continuacion, se muestran
algunos ejemplos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacién y matrices representativas segun SANTE [31]
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ii) Triangulo de clasificacion de alimentos de la AOAC

La AOAC desarrolléd un modelo para la clasificacion de los alimentos en grupos
de composicidn fisicoquimica similar, con base en los niveles relativos de grasas,
proteinas y carbohidratos en base seca, organizados en un triangulo dividido en
nueve sectores, donde cada vértice de este representa el 100 % de un
componente y el vértice siguiente definido como 0% de los otros componentes
(Figura 5). Este modelo considera que los alimentos que hacen parte del mismo
sector ofreceran retos analiticos similares. Aunque, el tridangulo de clasificacion
de alimentos de la AOAC fue concebido inicialmente para el analisis de
nutrientes, su alcance se extiende a la seleccion de matrices apropiadas para
usar en la preparacion de materiales de referencia, muestras fortificadas y
blancos de matriz.
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Figura 5. Triangulo alimenticio de la AOAC
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100 % Carbohidratos Carbohidratos o %

Figura 5. Triangulo de clasificacion de alimentos de la AOAC (adaptado de [26])



2.1.2 Propiedades de interés y valores indicativos

Similar a cualquier MR, una mayor utilidad de los MR in-house se consigue si estos logran
ser caracterizados para aquellas propiedades y en niveles que sean de especial importancia
en la aplicacion de los métodos de medicion que son usados para el ensayo de muestras en
rutina. En este sentido, se espera que en la medida de lo posible para cumplir con su
proposito, las propiedades del MR in-house sean lo mas similares a las condiciones en las
muestras de ensayo o permitan llevar un control de los pardmetros de desempefio de los
métodos de medicidn. Sin embargo, para el caso particular de la medicion de residuos de
plaguicidas en alimentos resultaria casi que imposible poder cubrir todas las moléculas de
interés. Asi, para conseguir la especificacion de un MR in-house de residuos de plaguicidas
viable, se ofrecen las siguientes recomendaciones:

Minima cantidad de analitos: de acuerdo con la recomendacion del
documento Sante 11312 [31], para la verificacion de veracidad en rutina, se
evalua al menos un 10% de los analitos del alcance por sistema de deteccion.

Naturaleza de los analitos: es de esperar que los analitos seleccionados
representen diferentes caracteristicas, tales como: naturaleza quimica
(orgdnica, inorganica o mixta), familia quimica, método de preparacion (p.e
single o multiresiduos), técnica de medicion (p.e LC-MS o GC-MS), propiedades
fisicoquimicas, entre otras. Es deseable que los analitos seleccionados
presenten altas estabilidades para que el MR in-house tenga un tiempo
prudente de vida til.

Propiedades fisicoquimicas de los analitos: En general se pueden considerar
dos parametros importantes: la masa molecular y la polaridad, representada
esta Ultima por el pKow. En este sentido, se puede sequir la clasificacion usada
por el Grupo de Trabajo de Analisis Organico-OAWG del Comité Consultivo para
la Cantidad de Sustancia-CCQM del BIPM [32], [33], que basicamente agrupa
los analitos dentro de cuatro clases principales:

Masa molecular (g/mol) Polaridad (pKow)

< 500 < -2 (no polar)
< 500 > -2 (polar)
> 500 > -2 (no polar)
> 500 < -2 (polar)

Nivel de concentracion: de acuerdo con la recomendacién del documento Sante
11312 para el ejercicio de verificacion de recuperacion, el nivel de concentracion
o valor indicativo de la propiedad puede encontrarse en un intervalo que cubra el
nivel de reporte (NR) y 2 a 10 veces el NR, o el MRL, o en su defecto a un nivel
critico para las muestras analizadas o del mismo desempefio de los métodos.
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2.2 MUESTREO DE LOTES DE MATERIALES DE
REFERENCIA

Tabla 2.

Tipos de muestreo
recomendados en la guia
ISO 35

El muestreo es determinante para asegurar que los estudios que se realizan al material
(homogeneidad, estabilidad, caracterizacion o monitoreo) son representativos y que las
conclusiones que se obtienen son validas y extensivas a todo el lote producido. Sumado a
lo anterior, un muestreo adecuado permitira evaluar diferentes caracteristicas de manera
simultanea, lo que a su vez permite reducir los costos y tiempos de analisis. Por ejemplo,
algunas recomendaciones que se realizan para realizar el muestreo en la evaluacion de la
homogeneidad de lotes recomiendan que para un stock que comprenda "n" unidades
individuales de material, el numero de unidades que se analizara para determinar la
homogeneidad debe ser tres veces la raiz cubica de "n". Lo anterior implica que para una
produccion de 600 a 1000 unidades esto equivale a evaluar entre 27y 30 unidades, las cuales
se deben evaluar como minimo por duplicado. Esto representa un esfuerzo analitico

considerable que requerira mucho tiempo y dinero.

Un estudio del impacto de reducir el nUmero de unidades seleccionadas para la evaluacion
de la homogeneidad de un MR in-house concluyo que, en ciertas circunstancias, 10 unidades
analizadas por duplicado eran suficientes. Por lo tanto, para la preparacion de un MR in-
house, puede haber margen para ahorrar costos al reducir el nUmero de unidades
seleccionadas para las pruebas de homogeneidad, aunque esto debe evaluarse caso por
caso.

La guia ISO 35 recomienda tres tipos de muestreo, los cuales se emplean en otra etapa del
proceso de produccion, estos tipos de muestreo se presentan en la Tabla 2.

A continuacion, se describen los procedimientos generales para realizar los diferentes
muestreos.
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2.2.1 Muestreo Aleatorio simple

El muestreo aleatorio simple es un método de seleccion de n unidades tomadas de un total
(N), de tal manera que cada una de las muestras tiene la misma probabilidad de ser elegida.
En la produccidon de materiales de referencia, usualmente cada una de las unidades se
enumera al inicio de la produccion, es decir durante o posterior a la etapa de envasadoy a
partir de esta numeracion se puede realizar el muestreo aleatorio, en la practica esto se
puede realizar de la siguiente manera:

i. Determinar el nUmero total de unidades que tiene el lote (N), por ejemplo

100.

ii. Determinar el nUmero de unidades a muestrear (n) que se requieren para el
determinado estudio, por ejemplo 10.

iii. Numerar lo individuos de1a N.

iv. Asignar a cada una de las unidades un nUmero aleatorio, puede ser
empleando un generador de nUmeros aleatorios.

v. Seleccione el nUmero de unidades al azar (n), por ejemplo, tomando los 10
mas altos o mas bajos numeros aleatorios.

vi. Nota: el método elegido debe de asegurar que en cualquier fase de la
obtencion de la muestra cada individuo que no ha sido sacado previamente
tiene la misma probabilidad de ser elegido

2.2.2 Muestreo Estratificado

El muestreo estratificado, es un tipo de muestreo en el cual las porciones de la muestra se
extraen de los diferentes estratos y cada estrato se muestrea con al menos una unidad de
muestreo. En algunos casos, las porciones son proporciones especificadas determinadas de
antemano. Si la estratificacion se realiza después del muestreo, las proporciones
especificadas no se conocerian de antemano. En la practica, este tipo de muestreo se puede
realizar de la siguiente manera:

vii. Determinar el nUmero total de unidades que tiene el lote (N), por ejemplo
100.
viii. Determinar el nUmero de unidades a muestrear (n) que se requieren para el
determinado estudio, por ejemplo 10.
ix. Numerar lo individuos de1a N.
X. Establezca la division de la poblacion (K) o de cada estrato:

K=N/n

xi. Seleccioné la primera unidad (de las 10 que tiene que seleccionar) al azar,
puede ser con el empleo de un generador de numeros aleatorios. Por
ejemplo, se selecciona la unidad 17.

xii. Posteriormente, seleccione las siguientes unidades sumando K de manera
consecutiva al numero de la primera unidad, por ejemplo, las siguientes
unidades de este ejemplo corresponderian a 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97y 7.
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La seleccion de la primera unidad determina la muestra completa, por lo que es importante
que esta unidad se seleccione al azar. Este tipo de muestreo también se conoce como
muestra sistematica de cada k-ésima unidad.

2.2.3 Muestreo Aleatorio Sistematico

Este tipo de muestre corresponde a una variante del muestreo sistematico y de manera
general consiste en escoger cada unidad al azar dentro de cada uno de los estratos
formados; es decir, en lugar de tomar sélo una unidad al azar se toman las 10 unidades al
azar, dentro de los diferentes estratos.

A continuacion, se describe de forma general el procedimiento a seguir para un muestreo
aleatorio sistematico tomando como ejemplo un lote de 100 unidades.

Vi.

Vii.

viii.

Establecer el tamafio del lote (N = 100).
Definir el nUmero de unidades a seleccionar, por ejemplo 10.
Calcular el tamafio del intervalo (K) o el tamafio de cada estrato:

K=N/n

De forma aleatoria fijar el punto de inicio de los intervalos. Por ejemplo,
inicia en la unidad 21.

Numerar de 1 a 10 cada una de las unidades dentro del intervalo de acuerdo
con el tamafo de este. Por ejemplo, la unidad 21 se numeraria como 1, la
22 como 2, etc.

A través de un generador de numeros aleatorios (nUmeros de 1 a 10),
seleccione una unidad al azar. Por ejemplo, se selecciona la unidad 7 del
estrato, que corresponde a la unidad 27 del lote.

Posteriormente, sobre el siguiente estrato (de las unidades 31 a 40) numere
nuevamente las unidades de 1 a 10.

Nuevamente a través de un generador de nUmeros aleatorios (nUmeros de
13 10), seleccione la segunda unidad al azar.

Repita el proceso dentro de los diferentes estratos hasta que obtenga el
numero total de unidades que requiere (n).
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2.3 EVALUACION DE LA HOMOGENEIDAD

Figura 6. Representacion
de la homogeneidad
dentro de unidades y

entre unidades

Usualmente, debido a la complejidad de su produccidn, costos y practicidad, los materiales
de referencia se producen como lotes de unidades, por lo que es necesario asegurar que el
valor de la propiedad es el mismo para las unidades dentro de la incertidumbre asignada;
por lo anterior, durante la producciéon se deben tomar acciones para lograr una
homogeneidad adecuada, y posteriormente, evaluarla y demostrar su adecuacioén al uso a
través de un estudio de homogeneidad.

La homogeneidad de un MR se puede ver desde dos perspectivas, la primera se refiere a la
variacion de la propiedad de interés entre las unidades del material, por ejemplo, si se
prepara un lote de 100 unidades (unidades independientes), hace referencia a la variacion
que la propiedad puede tener entre cada una de las unidades. Desde otra perspectiva, la
homogeneidad de un material también se refiere a la variacion de la propiedad dentro de
cada unidad del material, por ejemplo, una de las unidades preparadas puede tener una
cantidad determinada de un mensurando, pero solo se emplea una submuestra para la
medicion, por lo cual es necesario conocer cudl es la variacion asociada a este submuestreo
dentro de la unidad. La Figura 6, ilustra los dos tipos de variacion.

Siempre que se prepare un lote de materiales de referencia, la evaluacion de la variacion
entre las unidades siempre es necesaria o por lo menos un experimento que permita
confirmar que la homogeneidad es la misma que se obtuvo en lotes previos. Por otro lado,
la evaluacion de la homogeneidad en el interior de cada unidad (heterogeneidad dentro de
la unidad) aplica siempre y cuando el material tenga caracteristicas que pueden afectar la
variacion de la propiedad de interés conforme se toman diferentes alicuotas, por ejemplo,
emulsiones, solidos, coloides, entre otros.

Adicionalmente, para los materiales que pueden presentar un cierto grado de
heterogeneidad dentro de la unidad es necesario establecer la minima cantidad de muestra
que se puede tomar, de tal manera que se asegure que las propiedades evaluadas cumplen
con lo establecido en la documentacion final del material de referencia. En términos
practicos, la homogeneidad o heterogeneidad de un material de referencia se expresa en
términos de incertidumbre (Unom), la cual puede contener los siguientes componentes:

e Incertidumbre entre unidades (Uentre)
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e Incertidumbre dentro de la unidad (Udentro)

Una vez se estiman estos componentes, Unom Se puede estimar a través de la siguiente

expresion:
~ 102 +o?
Yhom=, [Yentre ™ Wdentro Ec.a

2.3.1 Generalidades

El concepto de homogeneidad es relativo, pues el nivel requerido de homogeneidad® de un
MR in-house depende de diversos factores como: (i) la aplicacion o el uso del material, por
ejemplo, si se requiere un material para controlar la precision o el sesgo de un método; (ii)
el tipo de analisis, cuantitativo o cualitativo y (iii) la comprension de la variacion esperada
de la cantidad de muestra utilizada en el proceso de medicidn bajo control. Sin embargo,
independiente de la particularidad del material en todos los casos la homogeneidad o
heterogeneidad tenga un efecto despreciable sobre el resultado de la medicion del proceso
de medicion que se espera controlar con el MR in-house. En términos practicos lo anterior
implica que, sila incertidumbre del proceso de medicion que se desea controlar a través del
MRC corresponde a Umedj, la incertidumbre asociada a la homogeneidad o heterogeneidad
(Unom) del material debera ser mucho menor.

Segun establece la Guia ISO 80, para ciertas matrices de MRs in-house, como soluciones
liqguidas que se han preparado mediante procedimientos que involucran filtraciéon (para
eliminar particulas) y solubilizaciéon completa, en principio, no es necesario realizar una
evaluacion formal de homogeneidad. Dichos materiales pueden considerarse formalmente
como intrinsicamente homogéneos. No obstante, debido al riesgo de contaminacion
cruzada (por ejemplo, introducido por el envasado) o subdivision imperfecta, se
recomienda realizar un estudio de homogeneidad.

Por otro lado, la Guia ISO 8o establece que para matrices complejas como alimentos, suelos
y matrices solidas que son inherentemente heterogéneas, es indispensable llevar a cabo un
estudio mas exhaustivo de evaluacién de la homogeneidad. Para ello, es indispensable que
se elija un numero suficiente de unidades, representativas de todo el lote del MR in-house.
En ciertos casos, se puede elegir una propiedad para representar y cuantificar la
homogeneidad de varias propiedades de un tipo general similar. Sin embargo, esto debe
basarse en evidencia cientifica o en experiencias previas de que ciertas propiedades exhiben
un comportamiento similar o se sabe que tienen una fuerte tendencia a la distribucion
homogénea en la muestra.

La Figura 7 presenta los pasos generales que se realizan en un estudio de homogeneidad.

1 ComUnmente, este criterio se denomina incertidumbre objetivo (Uobj) .
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Figura 7.

Pasos generales para la
evaluacionde la
homogeneidad de un MR
in-house

A continuacion, se presentaran algunas generalidades y recomendaciones para el
desarrollo de cada de estas etapas, a excepcion de la etapa relacionada con el muestreo la
cual se presento en el numeral 2.2.

2.3.2 Recomendaciones previas al estudio de

homogeneidad

La Guia ISO 35 brinda algunas recomendaciones para la evaluacion de la homogeneidad y
brinda detalles completos y ejemplos de enfoques recomendados para el disefio de
estudios de homogeneidad y el tratamiento estadistico de los datos de homogeneidad. A
continuacion, se relacionan algunas de estas recomendaciones:

Siempre se deben emplear métodos de muestreo para este tipo de estudios (ver
numeral 2.2).

Preferiblemente, usar de muestreos sistematicos (ver numeral 2.2.3).

El numero de unidades necesario para el estudio de homogeneidad depende del
numero total de unidades producidas (ver numeral 2.3.3)

Se deben emplear métodos analiticos validados con un grado suficiente de
repetibilidad y selectividad (ver numeral 2.3.4).

Realizar las mediciones empleando un disefio experimental adecuado (ver numeral
2.3.5).

No se recomienda descartar datos Unicamente con base en criterios estadisticos o
sin una causa técnica justificable.

Llevar a cabo estudios de tendencias (ver numeral 2.3.7)

Llevar a cabo un analisis estadistico apropiado para estimar la incertidumbre por
homogeneidad del material (ver numeral 2.3.8).

31



2.3.3 Seleccion del nUmero de unidades

Figura 8.

Numero de unidades
recomendado para MR
de tipo cualitativo

Los estudios de homogeneidad para propiedades cuantitativas suelen tener por objeto
proporcionar informacion sobre la varianza debida a la heterogeneidad y detectar cualquier
tendencia que se tenga dentro del lote, a causa de las etapas de procesamiento y envasado
del material. Para lograr estos objetivos, el nUmero de unidades que se empleen debe ser
suficiente para obtener una estimacion razonable de la varianza entre unidades, y permitir
lograr una vision clara de las posibles tendencias presentes dentro del lote.

En este sentido, con el propdsito de asegurar la idoneidad del estudio de homogeneidad,
se recomienda que siempre que se produzca un lote de materiales de referencia de tipo
cuantitativo, se emplee la siguiente expresion para la determinacion del numero de
unidades:

n= 33\/§ Ec.2

Donde N corresponde al nUmero total de unidades producido. Por otro lado, en el caso en
que se tengan lotes de materiales de referencia que no excedan las 100 unidades, se
recomienda hacer uso de alguna de las siguientes expresiones:

= /N Ec.3
=01 N Ec.4

Por otro lado, si se trata de materiales de referencia de tipo cualitativo, se recomienda que
este numero de unidades sea superior, para lo cual se puede emplear la siguiente expresion:

N

Y — Ec.5
Na+N

Donde O corresponde al maximo limite de no conformidades o inconformidades (por

ejemplo, para un 5% de inconformidades a en la ecuacion corresponde a 0.05). La Figura 8

se presenta una grafica que puede ayudar a seleccionar el nUmero de unidades.
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2.3.4 Seleccion del método de medicion

Con el propdsito de llevar a cabo una adecuada evaluacion de la homogeneidad, resulta
conveniente seleccionar un método analitico que proporcione la mayor precision posible
(St), o por lo menos que se tenga un buen conocimiento acerca de esta propiedad. En este
sentido, la Guia ISO 35 recomienda que la precision del método (Sr) debe ser menor o igual
a un tercio de la incertidumbre objetivo (Uobjetivo)-

ST.S Uobjetivo Ec6
3

El Anexo 1, brinda algunos ejemplos que sirven de guia para el establecimiento de la

incertidumbre objetivo de un material. Por otro lado, el Anexo 4 presenta algunas de las

incertidumbres obtenidas en la evaluacion de homogeneidad de materiales de referencia

in-house por parte del Instituto Nacional de Metrologia, los cuales pueden servir de

referencia.

A continuacion, se describen otras consideraciones que resultan Utiles para seleccionar el
método de medicion con el que se evalla la incertidumbre:

e Si se tiene la posibilidad de tener a disposicion diferentes métodos, se debe
seleccionar el método que tenga la mejor precision.

e Serecomienda verificar que el método disponible sea lo suficientemente sensible
para detectar la variacion que se espera (Uobjetivo por homogeneidad)-

e Enelcasoque el método de medicion que se tenga disponible para llevar a cabo las
mediciones del estudio de homogeneidad no cumpla con el criterio de
repetibilidad, se deben realizar mayor numero de réplicas (ry).

Sy, Yobjetivo

\/?_L - 2 Ec.7

2.3.5 Seleccion del diseno de experimentos

Una adecuada seleccion del disefio de experimentos es crucial para realizar un estudio de
homogeneidad eficiente. Esta seleccion, depende de multiples factores dentro de los que
se encuentran: la estabilidad del sistema de medicion, la complejidad de la medicidn, los
costos, entre otros.

De manera general, durante la evaluacion de lahomogeneidad de un MR in-house, se realiza
una comparacion estadistica entre la dispersion de las observaciones en varias unidades de
un lote de MR in-house con la dispersion asociada a al proceso de medicion, lo anterior con
el proposito de determinar la desviacion estandar entre unidades y posteriormente la
respectiva incertidumbre. Es asi como, para obtener la mejor estimacion posible de la
incertidumbre entre unidades (Uentre), durante el estudio se debe:
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i. Opcion 1: realizar todas las mediciones de homogeneidad para una
propiedad dada en una sola secuencia de medicion, o

i Opcion 2: usar un disefio experimental que permita la estimacion separada
de las varianzas dentro de la secuencia, entre secuencias y entre unidades.

De manera general, los disefios mas Utiles para este propodsito son los disefios
completamente al azar (para la opcidn 1) o de bloques aleatorios simples y los disefios
anidados balanceados (para la opcion 2). En la Tabla 3 se describen los aspectos relevantes
de estos disefios experimentales:

Tabla 3. Caracteristicas ventajas y desventajas de los disefios de experimentos recomendados en ISO 3s.

§
L
®
2
-
@
=
3
L
o
=
)
o

Bloques al azar

Anidado

Una sola
secuencia con
dos
observaciones
por unidad
medidas en
orden aleatorio

Cada secuencia
incluye una
observacion de
cada unidad, y
cada ejecucion
se aleatoriza
por separado

Se asignan
aleatoriamente
cuatro unidades

acadaunade
las tres corridas

y se realizan
observaciones
duplicadas en
cada una,

nuevamente en
orden aleatorio.

© Ejecucion sencilla (depende la
rapidez del método).

© Calculos sencillos.

© Excel es suficiente para el analisis de
datos.

© En general es el mas empleado.

© En MR de tipo cualitativo: permite la
evaluacion intra e inter-unidades al
mismo tiempo.

© Puede determinar la uy,,, completa,
pero sin discriminar entre y dentro
de unidades.

© Ejecucion intermedia (depende de
la rapidez del método método).

© Excel es suficiente para el analisis de
datos.

© Reduce el efecto de las derivas de
los métodos.

© Calculos sencillos

© Evita sobre estimacion o
subestimacion de la incertidumbre
por problemas de medicion.

© Puede determinar la up,y, completa,
pero sin discriminar entre y dentro
de unidades.

® Reduce el efecto de las derivas de
los métodos.

© Permite emplear diferentes
métodos o laboratorios.

®© Calculos intermedios.

© Evita sobre estimacién o
subestimacion de la incertidumbre
por problemas de medicién.

© Puede determinar la up,y, €n sus
diferentes componentes (entre y
dentro).

© Brinda mas informacion de los
métodos y de los materiales de
referencia.

® Puede sobre o subestimar la
incertidumbre.

® Puede convertir los errores
sistematicos de la medicion en
aleatorios, es decir puede sobre
estimar la incertidumbre.

® Sihay heterocedasticidad se
requieren métodos mas complejos
para el analisis de resultados.

® En MR de tipo cuantitativo:
permite la evaluacion de la

incertidumbre de una sola variable:

entre unidades o dentro de
unidades.

® Si hay heterocedasticidad se
requieren métodos mas complejos
para el analisis de resultados.

® En MR de tipo cuantitativo:
permite la evaluacion de la

incertidumbre de una sola variable:

entre unidades o dentro de
unidades.

® Ejecucién compleja

® Es necesario un programa
estadistico para el suficiente
analisis de datos.

® Si hay heterocedasticidad se
requieren métodos mas complejos
para el andlisis de resultados.

= Métodos que permiten realizar
mediciones rapidas/ no
destructivos y/o sin deriva.

= Pocas unidades de los MR a
evaluar.

= MR de tipo cualitativo: sélidos y
liquidos.

= MR de tipo cuantitativo: liquidos o
materiales que se conozca
previamente la homogeneidad.

= MR de tipo cuantitativo en los que
se espera que la heterogeneidad
dentro de cada unidad sea muy
baja

= Métodos que requieren tiempos
largos de ejecucion o tienen derivas
(baja precision intermedia-entre
dias)

= Gran nUmero de unidades de los
MR a evaluar.

= MR de tipo cuantitativo: slidos y
liquidos.

= Métodos que requieren tiempos
largos de ejecucion o tienen derivas
(baja precision intermedia-
entredias)

= MR de tipo cuantitativo: sélidos con
posiblemente alta heterogeneidad
dentro de la unidad.
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2.3.6 Ejecucion del estudio de homogeneidad

Una vez seleccionados el nimero de unidades, el método el nimero de réplicas y el disefio
de experimentos es necesario pasar a la etapa de ejecucion, para lo cual se recomienda de
manera general:

e Incluir controles que permitan evaluar si existe algun tipo de contaminacion durante
las etapas de procesamiento y medicion de las diferentes unidades.

o Aleatorice todos los experimentos.

e Evite incluir dentro de la secuencia de medicion muestras de clientes u otro tipo de
experimento.

e Registre el orden de medicion (incluyendo extracciones y limpiezas), asi como el de
medicion en la secuencia instrumental.

¢ Trate de seleccionar un periodo de tiempo en el cual usted conozca que las condiciones
del laboratorio son estables, por ejemplo, una secuencia en la noche.

e Incluya controles que le permitan evaluar la deriva, precision y en general el
comportamiento del instrumento a lo largo del experimento.

El capitulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo practico para la elaboracidn de las secuencias
de medicidn en este tipo de estudios.

2.3.7 Estudio de tendencias

Los analisis de tendencias permiten identificar si existen problemas durante las etapas de
preparacion/envasado o durante la etapa de medicion. A continuacion de explican cada uno
de estos analisis.

a. Andlisis de tendencias de preparacion

Este analisis se debe realiza con el proposito de detectar si la propiedad de interés varia en
funcion del orden de envasado. Lo anterior, sirve como herramienta para evidenciar que los
procesos de reduccion de contaminacion cruzada, estabilizacion del material y en general
el proceso de preparacion del material de referencia fue el adecuado. Para realizar esto se
puede seqguir el siguiente proceso:

i.  Estimar los valores de concentracion o de respuesta instrumental
(corregida por efectos de las operaciones gravimétricas volumétricas) para
cada una de las unidades.

ii.  Construir una grafica de estos valores en funcién del niUmero de unidad.

iii. Revisar si se puede apreciar algun tipo de tendencia a lo largo de todo el
intervalo de la ordenada o quizas en algunas secciones, por ejemplo, en las
Ultimas cinco unidades o las primeras cinco.

iv.  Enel caso de no observar ninguna tendencia, confirme esto a través de un
analisis de regresion.

Nota: la guia ISO 35 [19]sugiere que se realice un analisis de regresion lineal, pero
dependiendo del comportamiento obtenido se pueden emplear otros modelos.
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b. Analisis de tendencias de medicion

Este analisis se debe realizar previo a la estimacion de la incertidumbre de medicion, pues
a través de este se puede detectar si el instrumento presento6 algun tipo de deriva que
posteriormente pueda llevar a una subestimacion o sobreestimacion de la incertidumbre
de medicion. Para realizar esto se puede seguir de manera general el siguiente proceso:

Estimar los valores de concentracion o de respuesta instrumental
(corregida por efectos de las operaciones gravimétricas volumétricas).
Construir una grafica de estos valores en funcion del numero de medicion.
Revisar si se puede apreciar algun tipo de tendencia a lo largo de todo el
intervalo de la ordenada o quizas en algunas secciones, por ejemplo, en las
Ultimas 20 mediciones o las primeras.

En el caso de no observar ninguna tendencia aparente confirme esto a
través de un analisis de regresion.

Nota: la guia ISO 35 [19] sugiere que se realice un analisis de regresion
lineal, pero dependiendo del comportamiento obtenido se pueden
emplear otros modelos.

Para el caso de analisis de tendencia de medicidn, en el caso en que se tengan controles
durante la secuencia de medicion, por ejemplo, un MRC que se mide periédicamente, se
puede realizar el analisis de tendencia de medicidn a través de las observaciones obtenidas

de este.

2.3.8 Estimacion de incertidumbre por homogeneidad

Tabla 4.

Resumen de estimacion
de incertidumbre entre y
dentro de unidades con
los diferentes disefios
experimentales.

La guia ISO 35 [19] sugiere emplear el ANOVA para estimar la incertidumbre de
homogeneidad de los materiales. A continuacion, la Tabla 4 da un resumen de como realizar
dicha estimacion.

Por otro lado, en el caso en el cual el cuadrado medio residual (CMgesipuaL) sea mayor que el
primer término y se produzca una incertidumbre indeterminada, es necesario emplear la
siguiente ecuacion para determinar la Unom.
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CMgesipuAL 4 R

m

Uhom= Ec.8

VCMgespuaL
Donde Vemppgpua, COTTEsponde a los grados de libertad del CMEgesipua.

Para mas informacion acerca de las consideraciones practicas de los disefios se recomienda
consultar la guia ISO 35 [19].
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2.4 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD

En general, la estabilidad de un material de referencia se refiere a la capacidad de este de
mantener el valor declarado dentro de los limites especificados durante determinado
tiempo cuando es almacenado, o transportado bajo condiciones especificas, es decir, los
MR deben ser lo suficientemente estables para su uso previsto, de modo que el usuariofinal
pueda confiar en el valor asignado en cualquier punto dentro del periodo de validez del
certificado. Es importante tener en cuenta la estabilidad en las diferentes condiciones a las
que puede ser sometido el material, por lo que se debe considerar la estabilidad durante el
almacenamiento y en condiciones de transporte, e incluso se puede considerar la
estabilidad del material después de la apertura, cuando se permita ser usado en mas deuna
ocasion.

En este sentido, a través de los estudios de estabilidad se busca (i) demostrar que el material
es lo suficientemente estable en las condiciones de almacenamiento seleccionadas, (i) el
material puede ser transportado en condiciones “extremas” y (iij) el material puede ser
utilizado repetidas veces después de abierto, lo cual solo aplica para los materiales de
multiples usos. En la practica, lo anterior implica que para estimar la incertidumbre (Uesy
asociada a la estabilidad de un material de referencia es necesario realizar tres estudios,
usualmente independientes, con los cuales se puede estimar uest a través de la siguiente
expresion:

—- 2 P R
ues&abtidad'\["ﬂp*‘“cp*"ﬁaso Ec.9

Donde uj, corresponde a la incertidumbre a largo plazo, u¢, corresponde a la incertidumbre
a corto plazo o condiciones de transporte y Uy, corresponde a la incertidumbre asociada al
uso del material (después de abierto).

Es importante resaltar que, si el material producido no se retirara de las instalaciones, es
decir no se sometera a condiciones de transporte, en principio no es necesario realizar este
estudio, por lo cual la anterior expresidn se simplifica a:

—- 2 2
Uestablidad™ / “-L!g*'u-usa Ec.10

Por otro lado, como se comento previamente, en el caso en que la presentacion del material
implique un solo uso o un uso inmediato, por ejemplo, JRC ofrece un MRC de residuos de
plaguicidas que una vez abierto se debe consumir inmediatamente, la incertidumbre
asociada al uso es igual a cero (Uuso=0).
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2.4.1 Generalidades

Figurag.

Pasos generales para la
evaluaciondela
estabilidad de materiales
de referencia in-house

El valor de cada propiedad en un material de referencia puede cambiar considerablemente
con el tiempo dependiendo de: las condiciones a las que es sometido,la naturaleza de los
analitos y la complejidad de las matrices. Algunos materiales cambiansiguiendo cinéticas de
orden cero durante largos periodos; otros pueden sufrir cambios rapidos autocataliticos o
menos predecibles después de un periodo de estabilidad y, otros pueden cambiar
rapidamente durante un periodo inicial después del procesamiento y luego permanecer
estables durante largos periodos.

Por lo anterior, siempre existe el riesgo de que el valor de una o mas de las propiedades
cambien inesperadamente durante la vida Util de un material de referencia, teniendo
incluso como consecuencia la inviabilidad del material a causa de su inestabilidad. Por lo
cual, la realizacion de los estudios de estabilidad es indispensable en la produccion de un
MR. La Figura g presenta un esquema general del estudio de estabilidad, la cual aplica para
cualquiera de los estudios (corto, largo o uso).

A continuacion, se presentaran algunas generalidades y recomendaciones para el
desarrollo de cada de estas etapas, a excepcion de las etapas de muestreo y de analisis de
tendencias, las cuales se presentaron en los numerales 2.2 y 2.3.7, respectivamente. Por
otro lado, el Anexo 2 presenta el esquema general para la estimacion de la incertidumbre
asociada al estudio de uso.

2.4.2 Recomendaciones previas al estudio de estabilidad

La Guia ISO 35 brinda algunas recomendaciones para la evaluacion de la estabilidad y brinda
ejemplos de algunos de los enfoques recomendados para el disefio de estos estudios y el
tratamiento estadistico de los datos de estabilidad. A continuacidn, se relacionan algunas
de estas recomendaciones:

e Serecomienda para este tipo de estudios realizar muestreos aleatorios simples (ver
numeral 2.2.1).
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e Considerar la homogeneidad del materialy la precision del método para establecer
el numero de réplicas a realizar.

e En el caso de realizar el estudio por primera vez, emplear al menos dos unidades
por cada uno de los tiempos.

e Las mediciones de los estudios de estabilidad se pueden realizar en condiciones de
repetibilidad o de precision intermedia (ver numeral 2.4.3).

e Se deben emplear métodos analiticos validados con un grado suficiente de
repetibilidad y selectividad (ver numeral 2.4.6).

e No se recomienda descartar datos Unicamente con base en criterios estadisticos o
sin una causa técnica justificable.

e Llevar a cabo estudios de tendencias de medicion, previo a la estimacion de la
incertidumbre (ver numeral 2.3.7)

e Sies posible, realicé seguimiento no sélo a la propiedad de interés sino también a
otras propiedades que pueden indicar algun grado de degradacion, por ejemplo:
contenido de grasa, humedad, contenido microbioldgico, entre otros.

2.4.3 Seleccion del tipo de estudio

Como se comentd previamente, es necesario realizar varios estudios que buscan estimar
cada una de las componentes de la estabilidad (numeral 6.1). Por lo anterior y teniendo en
cuenta lascondiciones y los tratamientos aplicados, los estudios de estabilidad se pueden
clasificar en:

a. Estudios de estabilidad en tiempo real

La estabilidad del MR es estudiada bajo las condiciones de almacenamiento que son
previstas para este. Esto significa que, en una semana, mes o un afo el estudio de
estabilidad proporciona informacién sobre el comportamiento del material durante el
periodo de tiempo determinado.

b. Estudios de estabilidad acelerada

En este estudio se realizan multiples experimentos, los cuales son realizados bajo las
condiciones mas extremas de almacenamiento o transporte a las que puede estar sometido
el material, con el fin de inducir una mas rapida degradacion que se podria experimentar en
las condiciones de almacenamiento previstas.

Por otro lado, dependiendo de las condiciones de especificadas en la medicion®, los estudios
de estabilidad se clasifican en:

e Estudios de estabilidad clasicos-condiciones de precision intermedia.
e Estudios de estabilidad isocronos- condiciones de repetibilidad.

? Las "“condiciones especificadas” pueden ser condiciones de repetibilidad, condiciones de precisidon
intermedia, o condiciones de reproducibilidad (véase la norma ISO 5725-1:1994).
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Tabla s.
Recomendaciones para la
seleccidn del tipo de
experimento estudios de
estabilidad

La Tabla 5 presenta algunas recomendaciones para la seleccion de estos disefios de
experimentos.

1 venms | Deenuies | Recomendadonssdeapicacion |

Tiempo real

® Se realizan las mediciones bajo
condiciones intermedias.

® Proporciona menor precision

® Se pueden tener derivas del método *
de medicion que enmascaren la
estabilidad o inestabilidad.

® Mayor costo, pues se deben realizar *
mediciones absolutas.

® Se requieren métodos de medicion
validados en condiciones de precision
intermedia.

© Si el MR es inestable se conoce de
manera mas rapida.

© No son necesarias
condiciones de referencia.

©El MR no se somete a las
condiciones de referencia.

Estudios a largo plazo en los
cuales no se conoce informacion
acerca de la posible estabilidad.
Estudios a largo plazo para MR
de tipo cualitativo.

unas

®© Se realizan las mediciones bajo
condiciones de repetibilidad

© Proporciona mejor precision

© Reduce posibilidad de derivas

© Menor costo

© Simplifica la programacion de los
recursos del laboratorio.

© Se requieren métodos de
medicion validados en
condiciones de repetibilidad.

® La inestabilidad del MR se conoce
s6lo hasta finalizar el estudio. .

® Si las condiciones de referencia
tienen pequerios cambios, se puede
afectar la conclusion .

® Se asume que la transferencia de
condiciones no presenta efectos
adversos.

Estudios de uso

Estudios de corto plazo

Estudios acelerados

Estudios a largo plazo en los
cuales se conoce que el MR es
posiblemente mas estable.

2.4.4 Estudios de estabilidad clasicos

En estos estudios, se realiza la medicion del material, bajo condiciones idénticas en
diferentes periodos de tiempo, en un tiempo cero (en el momento de asignar el valor) y en
tiempos subsecuentes con una duracion predeterminada. Este tipo de estudios tiene como
desventaja que pueden contribuir mas ampliamente sobre la incertidumbre debido a que
se debe tener en cuenta la variabilidad en el tiempo del sistema de medicion lo que podria
incidir en una mayor dispersion de los resultados.

A continuacion, se explican los pasos generales para el desarrollo de estos estudios:

Vil.
viii.

Definir el tiempo que se requiere para realizar el estudio, por ejemplo 2 afios.
Seleccionar cada uno de los puntos de muestreo en el tiempo. Por ejemplo: 3
meses, 6 meses, 12 meses, 18 meses y 24 meses.

Seleccionar al azar las unidades del tiempo cero o.

Medir cada una de las unidades.

Posterior a los tres meses, seleccionar nuevamente las unidades al azar.

Medir nuevamente y se registrar los datos.

Comparar los dos grupos de datos (o meses vs. 3 meses).

Nota: en el caso en que no existan diferencias continuar con el estudio, sin
embargo, en el caso en que se encuentren diferencias es necesario tomar las
decisiones del caso, por ejemplo, cambiar las condiciones de almacenamiento,
envasado, estabilizantes, entre otros. En el capitulo 2.1 se brindan algunos
ejemplos.

Continuar con los muestreos en el tiempo hasta finalizar lo planeado.
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Xi.

Nota: una vez se tengan los datos se sugiere estar realizando comparaciones con
los tiempos previos y revisar posibles tendencias.

Cuando se tengan todos los resultados realizar un analisis de regresion.

Estimar el tiempo de vigencia del material.

2.4.5 Estudios de estabilidad isocronos

Estos estudios implican un almacenamiento bajo condiciones de referencia, estas son
condiciones bajo las cuales se espera que las propiedades de interés del material se
mantengan estables, y las que seran empleadas como referencia para evaluar las unidades
que han sido expuestas a otras condiciones de almacenamiento seleccionadas,en las cuales
podria tener lugar una degradacion de los analitos.

A continuacidn, se explican los pasos generales para el desarrollo de estos estudios:

Vi.
Vil.

viii.

Definir el tiempo que se requiere para realizar el estudio, por ejemplo 2 afios.
Seleccionar cada uno de los puntos de muestreo en el tiempo. Por ejemplo: 3
meses, 6 meses, 12 meses, 18 meses y 24 meses.

Seleccionar al azar las unidades del tiempo cero o.

Almacenar las unidades de tiempo o a las condiciones de referencia, por ejemplo -
20 °C.

Posterior a los tres meses, seleccionar nuevamente las unidades al azar.
Almacenar las unidades a las condiciones de referencia.

Continuar con los muestreos en el tiempo hasta finalizar lo planeado. Siempre
almacenando las unidades a las condiciones de referencia.

Cuando se tengan todas las unidades retirarlas de la temperatura de referencia y
realizar las mediciones en condiciones de repetibilidad.

Cuando se tengan todos los resultados realizar un analisis de regresion

Estimar el tiempo de vigencia del material.

2.4.6 Seleccion del método de medicion

A continuacion, se dan unas recomendaciones generales relacionadas con los métodos a
emplear en los estudios de estabilidad de lotes o unidades de MR de tipo cuantitativo:

Usar métodos que no se vean afectados por la aparicion de algunos posibles
productos de la degradacion del material o los aditivos que se emplearon durante
la preparacion del MR (selectividad adecuada del método).

Para estudios con disefos isdcronos:

o Usar métodos suficientemente precisos (en condiciones de repetibilidad),
tal que a desviacion estandar de repetibilidad (s,) sea menor la
incertidumbre de estabilidad (Uest objetivo) de la propiedad de interés. En caso
contrario, se debe aumentar el nUmero de réplicas (r;) para que se cumpla la
siguiente condicion:
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< )
\/? =Uestabobjetivo Ec.11
i

o Enelcasoenque el método no tenga una deriva significativa no es necesario
realizar una cuantificacion absoluta.

o Sedebe asegurar que la sensibilidad del método puede detectar los posibles
cambios en la concentracion del material de referencia.

e Para estudios con disefios clasicos:
o Usar un método que tenga una precision (entre dias), menor que la
incertidumbre objetivo.
o Se deben realizar cuantificaciones absolutas, para lo cual debe seleccionar
una referencia estable.
o Sedebe asegurar que la sensibilidad del método puede detectar los posibles
cambios en la concentracion del material de referencia.

La Figura 10 presenta un esquema sugerido para la seleccion del tipo de estudio de acuerdo
con las caracteristicas del método.

Figura 10.

Seleccion del tipo de
estudio de acuerdo con la
precision del método
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2.4.7 Ejecucion de los estudios de estabilidad

Una vez establecidos los tiempos, numero de unidades, el método, el numero de réplicas y
el tipo de experimento es necesario pasar a la etapa de ejecucion, para lo cual se
recomienda de manera general:

e Considerar todas las recomendaciones que se dan para los estudios de
homogeneidad (ver numeral 2.3.2).

e Evite en la misma secuencia mezclar experimentos, por ejemplo, estudio de usoy
estudio de corto plazo.

e Enelcasode estudios de tipo clasico:

O

Asegurese de emplear un MR o MRC para la cuantificacién, que tenga una
vigencia mas amplia que el tiempo que usted definié para su estudio de
estabilidad.

Trate de analizar su material de referencia in-house con otro material de
referencia (en matriz).

Asegurese que medir repetidas veces durante la secuencia los niveles de
calibracion.

Si emplea curva de calibracion, asegurese de que la incertidumbre por la
regresion es despreciable o se cumple con el criterio establecido en la
Ecuacion 11.

Mida uno de los niveles de calibracion periédicamente.

En el caso de estudios de tipo iscrono:

Se recomienda el uso de estandares internos.

Incluya un nivel de calibracion como control de calidad (QC) dentro de la
secuencia, el cual debe ser medido periodicamente.

Evite los problemas de deriva a través del empleo de estandares internos o
secuencias de medicidn rapidas y en condiciones estables.

El capitulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo practico para la elaboracidn de las secuencias
de medicion en este tipo de estudios.

2.4.8 Ejecucion de los estudios de estabilidad

El analisis de tendencias durante esta etapa busca asegurar que posible variacion de la
concentracion que tenga un determinado material, sea en realidad producto de una
descomposicion o concentracion del analito de interés y no que sea producto de la deriva
instrumental del equipo.

La Figura 11 ilustra dos ejemplos hipotéticos en los cuales la deriva del instrumento puede
afectar las conclusiones del estudio. La Figura 11a, presenta un ejemplo en el cual la deriva
del instrumento (puntos rojos) enmascara la inestabilidad de un material (puntos azules),
lo cual lleva a la conclusion de que el material es estable (puntos negros). Por su parte la
Figura 11b, presenta un caso en que el material es estable, pero existe una deriva que lleva
a concluir que el material se esta concentrando. Este tipo de variaciones o deriva se puede
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Figura 11.

Ejemplos de la influencia
de la deriva instrumental
sobre el estudio de
estabilidad

ocasionar por diferentes factores, como el cambio en las condiciones ambientales, la
respuesta del detector, un proceso de concentracion de la muestra previo a la medicion, por
ejemplo, la pérdida de solvente en los viales previé a la inyeccion en cromatografia de
gases.

Por lo anterior y tal vez con mayor importancia, el analisis de tendencias de medicion en los
estudios de estabilidad puede tener implicaciones mas severas en las conclusiones que se
realicen del estudio de estabilidad.

El analisis de tendencias de medicidn se puede realizar siguiendo las recomendaciones del
numeral 2.3.7. Por otro lado, en el caso en que se tenga el orden de extraccion y limpieza de
un proceso de medicidn, se sugiere que se realicé este mismo analisis con estas dos
variables.

El capitulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo practico relacionados con estos analisis de
tendencias.

2.4.9 Estimacion de incertidumbre asociada a la estabilidad

La guia ISO 35 sugiere emplear el analisis de regresion para estimar la incertidumbre de
estabilidad de los materiales. Este analisis de regresion se debe aplicar para varios modelos
cinéticos (orden o, 1, 2, entre otros) y en el caso de que el modelo de regresion sea
significativo, se debe estimar la constante cinética. La Figura 12 muestra la estimacion de k
para varios modelos cinéticos.
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Figura 12.

Estimacion de las
constantes de velocidad
para diferentes ordenes

Por otro lado, una vez se evalUa si la regresion es significativa en varios modelos cinéticos,
se debe decidir que estimador se debe emplear para la estimacion de incertidumbre
asociada a la estabilidad (Uesta). En caso en que la regresion sea significativa se puede
estimar la incertidumbre de acuerdo con las recomendaciones mostradas en la Tabla 6.

Tabla 6. Consideraciones
para la estimacion de
incertidumbre por
estabilidad

NOTA: en el caso en que la regresion no fuera significativa k puede ser reemplazado por la
desviacion estandar de la pendiente (sb).
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El capitulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo practico relacionados con la estimacion de
incertidumbre.

2.5 ESTABLECIMIENTO DE VALORES DE LA
PROPIEDAD

Los Materiales de Referencia Certificados (MRC) proporcionan una referencia de medicion
trazable al Sistema Internacional de Unidades, lo que permite establecer cadenas de
trazabilidad metroldgica y lograr comparabilidad de resultados en los laboratorios. Sin
embargo, el proceso de medicion de estas propiedades es exhaustivo, costoso y requiere
cumplir multiples requisitos de la norma 1SO 17034.

Por otro lado, los materiales de referencia in-house se utilizan internamente en los
laboratorios para el control rutinario de procesos, evaluacion del personal y validacion de
métodos. Estos materiales son especificos para el uso interno del laboratorio.

Los materiales de referencia in-house se utilizan comUnmente para controlar el sesgo,
evaluar la precision del método y la reproducibilidad intra-laboratorio. Ademas, se pueden
utilizar para detectar cambios en los procesos de medicion y controlar errores sistematicos.

Para establecer los valores de propiedad en los materiales de referencia in-house, existen
diferentes enfoques. El mas simple implica utilizar los resultados de la evaluacion de
homogeneidad. También se puede obtener el valor de propiedad a través de mediciones
independientes o utilizando dos técnicas de medicion independientes para obtener el valor
de mejor calidad.

En resumen, tanto los MRC como los materiales de referencia in-house son importantes en
los procesos de medicion, pero tienen objetivos y usos diferentes.

2.5.12  Opcion 1: haciendo uso del estudio de homogeneidad

El valor indicativo de la propiedad de interés del MR in-house es influenciado por la
heterogeneidad de este, por tanto, al considerar esta variacion en la estimacion del valor
indicativo se tiene una buena aproximacion pues se considera intrinsecamente la variacion
probable de los valores debida a la heterogeneidad entre alicuotas o unidades a lo largo del
lote producido.

En este sentido, la guia ISO 8o sugiere que, una forma eficaz de determinar un valor de
propiedad indicativo es utilizar el promedio global de las observaciones obtenidas del
estudio de homogeneidad. En consecuencia, el intervalo dentro del cual se espera
razonablemente que se sitUen los valores de propiedad puede estimarse mediante la
desviacion de este valor medio global.

47



Asi mismo, la desviacion de la media global obtenida puede utilizarse para establecer los
limites de alerta de los graficos de control cuando el MR in-house se emplee en la rutina
dentro del esquema de aseguramiento de la calidad de los resultados. Convencionalmente,
los limites de alerta y accion (también descritos como limites de accion inferior y superior)
se establecen en dos y tres veces la desviacion estandar, respectivamente.

2.5.2 Opcion 2: Empleo de un Unico método en un

Tabla 7.

Posibles cambios que se
pueden realizar para
mejorar la estimacion del
valor de referencia

laboratorio

El empleo de un Unico método en un laboratorio es quizas la practica mas comun en el
desarrollo de materiales de referencia in-house. Para esto es importante considerar que el
establecimiento de un valor de referencia no se debe realizar de la misma manera en la que
se procesa una muestra de rutina, sino que se deben considerar diferentes elementos que
permitiran reducir la incertidumbre y mejorar la estimacion del valor. La Tabla 7 presenta
algunos ejemplos de cambios que permiten mejorar la cuantificacion y reducir la
incertidumbre en la obtencion de un valor de referencia para el material.
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En conclusion, se deben realizar algunos cambios en el método de rutina del laboratorio
con el proposito de reducir la incertidumbre y los errores sistematicos del método, el
numero y dificultad de cambios dependera de la incertidumbre objetivo que se espere (ver
Anexo A1). De igual manera, se recomienda previo a esta mejora conocer la concentracion
que se desea cuantificar y estudiar cuidadosamente el presupuesto de incertidumbre del
método con el propdsito de reducir el nUmero de cambios y tener una mayor eficiencia en
estos.

La Figura 13 presenta una propuesta para el establecimiento de un valor de referencia a
través de un Unico método de medicion. Notese que la Figura 13, propone realizar
diferentes cuantificaciones de la muestra, para lo cual se recomienda que entre estas
cuantificaciones (q,, q,, g.) se evite compartir curvas de calibracion de tal manera que estas
sean lo mas independientes posibles; de hecho, es recomendable que se realicen en
condiciones de precision intermedia.

Cuantificacion preliminar
( método de rutina)

Disefio de mejor D'lsei\o de cuant.lﬁcac.l?n por br?c.lfetmg

A Disefio de cuantificacién por adicion patron
estrategia de _J Disefio de diluci del "
cantificacion isefio de diluciones de la muestra
Numero de réplicas

[Cuantificacién 1 ( qa)

(.confirmacién) Estimacién de la concentracién y su incertidumbre (C,, i ug, )

snmmay

N

Cuantificacion 2 ( g2
( confirmacion)

Estimacion de la concentracion
y su incertidumbre ( Caqa + Ug,)

&

¢ Los resultados son consistentes?

[Cor = Coz| < [uly +u

L ) _J

Y’ 4 Q-

Repito cuantificacion hasta
Establezco el valor tener resultados '
consistentes

bl

Establezco el valor tener resultados

l consistentes de referencia '

vwuunnesTss s

4 1
/ 7
} 4
} /
9 i
! !

sTwTTRTIR RS e ool Rl

Figura 13. Esquema propuesto para el establecimiento de un valor de referencia a través de un método
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En esta estrategia, se tratan los errores de tipo sistematico de cada uno de los métodos,
como un error aleatorio, lo cual se incluye en la incertidumbre del valor de referencia. Para
que esto sea cierto, los métodos deben:

e Larecuperacion con cada método debe ser aceptable, es decir entre 70 -120%.

¢ No se deben tener diferencias significativas entre los porcentajes de recuperacion
de los métodos.

e Tener principios diferentes o por lo menos no deben ser afectados por el mismo
tipo de interferentes.

Para la aplicacion de esta estrategia, el laboratorio puede contar con los dos métodos en el
laboratorio o puede realizar un estudio colaborativo con otros laboratorios para establecer
el valor de referencia, para lo cual se sugiere revisar un ejemplo que se encuentra disponible
enla SO 35 o0 el protocolo de la IUPAC [34] para estudios interlaboratorio.

Por otro lado, y con el propdsito de asegurar una incertidumbre de medicion adecuada
mediante cualquiera de los métodos seleccionados, es necesario realizar una serie de
mejoras de acuerdo con las sugerencias del numeral 2.5. La Figura 14 muestra una
propuesta para el establecimiento del valor de referencia mediante esta aproximacion.

2.5.3 Opcion 3: Empleo de dos o mas métodos de medicion

En esta estrategia, se tratan los errores de tipo sistematico de cada uno de los métodos,
como un error aleatorio, lo cual se incluye en la incertidumbre del valor de referencia. Para
que esto sea cierto, los métodos deben:

. La recuperacion con cada método debe ser aceptable, es decir entre 70 -
120%.

J No se deben tener diferencias significativas entre los porcentajes de
recuperacion de los métodos.

. Tener principios diferentes o por lo menos no deben ser afectados por el

mismo tipo de interferentes.

Para la aplicacion de esta estrategia, el laboratorio puede contar con los dos métodos en el
laboratorio o puede realizar un estudio colaborativo con otros laboratorios para establecer
elvalor de referencia, paralo cual se sugiera revisar un ejemplo que se encuentra disponible
enla SO 35 0 el protocolo de la IUPAC [34] para estudios interlaboratorio.

Por otro lado, y con el proposito de asegurar una incertidumbre de medicion adecuada
mediante cualquiera de los métodos seleccionados, es necesario realizar una serie de
mejoras de acuerdo con las sugerencias del numeral 2.5. La Figura 14 muestra una
propuesta para el establecimiento del valor de referencia mediante esta aproximacion.
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Figura 14. Esquema propuesto para el establecimiento del valor de referencia a través de dos métodos
independientes.
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En el caso de métodos independientes, el valor de referencia (v,.f) puede estimarse a
través del promedio de los resultados obtenidos por cada uno de los métodos a través de la
siguiente expresion:

E"A:l L({L Ec.12
V (e .
ref n

Donde n corresponde al nUmero de métodosy Cgi corresponde a la concentracion estimada
por el i método.

Por otro lado, en el caso en que los resultados sean consistentes, es decir el sesgo entre ellos
no sea significativo y asumiendo que los métodos cumplen los requisitos mencionados
previamente, la incertidumbre estandar del valor de referencia (uwf) puede ser estimada
mediante la siguiente expresion: Por otro lado, en el caso en que los resultados sean
consistentes, es decir el sesgo entre ellos no sea significativo y asumiendo que los métodos
cumplen los requisitos mencionados previamente, la incertidumbre estandar del valor de
referencia (Uwer) puede ser estimada mediante la siguiente expresion:

Ec.13

Donde uqi corresponde a la incertidumbre estandar de medicion obtenida por el método i.

Finalmente, en el caso en que los métodos no sean consistentes se debe establecer un
componente de incertidumbre asociado al error sistematico (ubiss), para lo cual la Ecuacién
13 se transforma en:

n
1
Sl § 2
Uyref= o |Usesgo® ) Uqi Ec.14

i=1
Dicho componente puede ser estimado mediante la siguiente expresion:

)

max|v -C
= (. r@f qu'

—_ Ec.a
Ubias= J3 5
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2.6 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL
MATERIAL

De manera general, la incertidumbre de un material de referencia se estima mediante la
siguiente expresion:

_ |2 2 2
upnR= \/ Uhomo ™ esta ™ yedicion Ec.16

Ddnde los términos Umedicisn Y Urom hacen referencia a las incertidumbres asociadas a
homogeneidad del lote, a la estabilidad y la medicion de la propiedad, las cuales son
estimadas de acuerdo con los numerales 2.3.8, 2.4.9 y 2.5, respectivamente.

Por otro lado, en el caso en que el material de referencia que requiere el laboratorio no
contenga ningun valor indicativo, por ejemplo, un material para controlar o evaluar sélo la
precision del método, la ecuacion 16 se reduce a:

—- 2 2
Upr= \[ukama+uasﬁa Ec.a7

Finalmente, para estimar la incertidumbre expandida del MR in-house, se recomienda
multiplicar la incertidumbre estandar combinada (ecuaciones 16 o 17), por un factor de
cobertura (k) de 1.96, para lo cual se asume que los resultados siguen una distribucion
normal.

UME: R\MMQ Ec.18
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2.7 REGISTROS Y DOCUMENTACION

Respecto a los registros asociados a la preparacion de los MR in-house, se sugiere considerar
todos los requisitos relacionados a los registros técnicos y control de registros de la norma
NTC 17025:2017 dado que estos desarrollos se enmarcan en la actividad de ensayo de los
laboratorios. Especialmente se recuerda el numeral 7.5 “El laboratorio debe asegurar que
los registros técnicos para cada actividad de laboratorio contengan los resultados, el
informe y la informacion suficiente para facilitar, si es posible, la identificacion de los
factores que afectan el resultado de la medicion y su incertidumbre de medicion asociada y
posibiliten la repeticion de la actividad del laboratorio en condiciones mas cercanas posibles
a las originales. Los registros deben incluir la fecha, la identidad del personal responsable
de cada actividad del laboratorio y de comprobar los datos y los resultados. Las
observaciones, los datos y los calculos originales se deben registrar en el momento en que
se hacen y deben identificarse con la tarea especifica”

En este sentido y en cumplimiento del requisito, el laboratorio deberia mantener los
registros de:

e Origeny preparacion del material.

e Embotellado

e Muestreo

e Mediciones de homogeneidad

e Mediciones de estabilidad

e Mediciones de la propiedad

2.7.12  Documentacion soporte para los MR in-house

La Guia ISO 31 da las recomendaciones sobre el contenido de los certificados y etiquetas
para los materiales de referencia, los cuales pueden ser tenidos en cuenta para la
documentacion de los IQC o MR in-house preparados.

e Hoja de informacion

La informacion que debe estar disponible y en lo posible documentada en una hoja de
informacion de los MR in-house debe incluir al menos:

- Nombre y descripcion del material

- Identificacion del material y/o nUmero de lote

- Fecha de preparacion

- Uso previsto del MR in-house

- Indicaciones de manipulacion, almacenamiento y uso del MR in-house
- Valores indicativos, si aplica

- Minima cantidad de uso

- Informacion sobre la vida Util esperada

- Precauciones de seguridad que deban aplicar los usuarios.
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e Ftiquetas

Cada unidad del MR in-house preparado debe estar claramente etiquetada. La

etiqueta debe contener en lo posible la siguiente informacion:

- Nombre y descripcion del material;

- ldentificacion del material y/o nUmero de lote

- Indicaciones de peligro y seqguridad, cuando aplique

- Condiciones ambientales del area de almacenamiento, incluidas la temperatura
y la humedad;

- Fecha de preparacion;

- Fecha de caducidad prevista.

- Cantidad contenida en la unidad;

- NuUmero de unidad individual
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4. ASPECTOS PRACTICOS EN LA
PRODUCCION DE MR
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La Guia ISO 31 da las recomendaciones sobre el contenido de los certificados y etiquetas El
proposito de este capitulo es aplicar los conceptos presentados en los capitulos | y Il 'y,
proporcionar aspectos practicos a considerar durante la produccion de materiales de
referencia in-house, para la determinacion de residuos de plaguicidas en matrices de
alimentos. Para ello, en el INM se llevo a cabo la produccion de tres materiales de referencia
in-house utilizando tres diferentes matrices, los cuales seran descritos detalladamente en
esta seccion.

Como se menciono en la Figura 4, la produccion de materiales de referencia involucra
diferentes etapas que, dependiendo del tipo de material de referencia a producir, deben ser
llevadas a cabo, para ello, en una primera parte se describira el proceso de planeacion o
especificacion del material, posteriormente los aspectos de preparacion y finalmente, lo
concerniente a la evaluacion de la homogeneidad y estabilidad de los materiales.

3.2 PLANEACION

La planeacion de la produccion es una etapa que aplica estrictamente para productores de
materiales de referencia certificados y no necesariamente para producciones de materiales
de referencia in-house, sin embargo, resulta ser una herramienta importante para
establecer los objetivos y requerimientos de la produccidon. De hecho, la guia ISO 8o,
considera como etapa previa a la produccion, la especificacion del material, esto, con el fin
de obtener un material que sea representativo de las muestras reales de rutina y que esté
disponible en cantidad suficiente para el uso previsto. La Figura 15, presenta las
consideraciones generales realizadas durante la etapa de planeacion.

Figura 15.
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concentracion es de un Unico uso o ( Considerar el tamaio de

cada unidad.

requeridos. multiples usos.

r ( Tener en cuenta el
rendimiento de la
preparacion.

D 4

Tener en cuenta la
capacidad de laboratorio
para producciény

almacenamiento.

Una vez considerados los aspectos presentados en la Figura 15 y los grupos de matrices
presentados en el capitulo 2 (ver numeral 2.1.1), se seleccionaron banano, arroz y cafg,
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Tabla 8.

Especificacion de MR in-
house de matrices
fortificadas con
plaguicidas

como matrices representativas y que se adecuan al proposito de la presente guia. Por otro
lado, la Tabla 8 presenta los analitos que fueron seleccionados, para lo cual se considerd: (i)
la experiencia del INM en su determinacion, (ii) la compatibilidad con las técnicas
cromatograficas disponibles y en algunos casos (iii) su uso en Colombia.

Considerando que se parte de matrices adquiridas comercialmente y que es poco probable
encontrar residuos de los plaguicidas de interés, se hace necesario realizar un proceso de
fortificacion, para lo cual se consideraron las recomendaciones realizadas por la guia
SANTE.

Finalmente, la Figura 16, presenta un resumen de todas las consideraciones realizadas para
la planeacion de la produccion de estos materiales de referencia.
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Figura 16. Resumen de consideraciones realizadas para la produccion de MR in-house
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3.2 PREPRACION DE LOS MATERIALES

3.2.1 Recomendaciones previas a la preparacion de los
materiales de referencia

Es importante considerar que la etapa de preparacion es un proceso que debe ser llevado a cabo
de manera meticulosa, con el fin de evitar cualquier contaminacion que pueda afectar la
homogeneidad del material. En este sentido, se brindan algunas recomendaciones generales.

Figura 17.
Recomendaciones :‘e:;mﬁp':;:ny da Asegurar que todas las superficies se encuentran adecuadamente sanitizadas y despejadas
previas ala | Sress y superficies para las actividades de produccién, de modo que no representen un riesgo de

iéndel contaminacion cruzada.
preparacion de los

materiales.

2. Uso de elementos
de proteccién )
\p_ersonal

Emplear elementos de proteccion personal, contribuye no solo a la sequridad de los

responsables ,sino que también ayuda a mantener la higiene y a evitar la transferencia de
contaminantes externos.

OO

3. Lavado de
contenedores y

| materiales

Ellavado debe realizarse de manera exhaustiva, empleando por ejemplo inmersion del
material en jabdn neutro y posterior enjuague con agua desionizada, asi mismo el material
debe encontrarse completamente seco. Almacenar adecuadamente hasta la produccion.

)/

NS

4. Limpiezay El lavado debe realizarse de manera exhaustiva, empleando por ejemplo inmersion del

desinfeccion de > material en jabon neutro y posteriores enjuagues con agua desionizada, asi mismo el
; lEtrumentos material debe encontrarse completamente seco. Aimacenar adecuadamente hasta la
// produccion.

Por otro lado, el proceso de preparacion de materiales considera los siguientes pasos.

e Obtencion del material de partida (ver numeral 3.2.2).

e Preparacion de las soluciones de fortificacion (numeral 3.2.3)

e Fortificacion (ver numeral 3.2.4).

Fortificacion del material (ver numeral 3.2.5)

Estabilizacion, mediante secado del material (ver numeral 3.2.5).
Homogenizacidn (ver numeral 3.2.5).

Envasado del material (ver numeral 3.2.6)

A continuacion, se brindaran recomendaciones para la preparacion de los materiales de
referencia in-house en las matrices seleccionadas.

3.2.2 Obtencion del material de partida

Para el caso de los materiales propuestos, las matrices fueron obtenidas en mercados locales.
Se recomienda realizar una evaluacion preliminar con el fin de establecer si las matrices
contienen los analitos de interés, si estan por debajo del limite de deteccion, y si deben ser o no
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fortificadas con los analitos de interés. Si las matrices contienen los analitos de interés, pueden
utilizarse sin necesidad de realizar la fortificacion®. En este Ultimo caso, es importante
asegurarse de que los niveles de concentracidn presentes en las matrices sean adecuados para
el propdsito establecido en la etapa de especificacion del material.

Por otro lado, respecto al estado de las matrices frescas como en el banano o frutas en general,
se recomienda emplear frutas en estados de madurez intermedio, en los cuales sea posible
realizar el procesado, matrices muy maduras pueden generar menores rendimientos y
pardeamiento.

3.2.3 Preparacion de matrices

Como se ha mencionado anteriormente la homogeneidad y la estabilidad son las principales
caracteristicas de cualquier material de referencia, por lo que en algunos casos puede ser
necesario realizar algunas actividades adicionales durante la produccion; lo anterior, con el
proposito de incrementar la homogeneidad o estabilidad del material. En matrices sélidas, con
el propdsito de lograr un material homogéneo usualmente se aplican procesos de trituracion,
molienda y tamizado, lo anterior considerando que la homogeneidad fisica tiene una relacion
directa con la quimica. Asi mismo, el uso de conservantes, antioxidantes, radiacion, uso de
atmosfera inerte, o deshidratacion, por ejemplo, pueden ser estrategias para emplear para
asegurar que los materiales conservaran mejor sus propiedades en el tiempo, sin embargo, se
debe asegurar que su adicién no supone ser una interferencia en la determinacion de las
propiedades de interés. En este contexto, la Figura 18 presenta los diferentes procesos que se
emplearon.

Como se puede observar en la Figura 18, para el caso especifico del banano, se encuentra que
fue necesario realizar la adicidn de estabilizantes, los cuales se emplean para evitar la oxidacion
de la matriz e inhibir el crecimiento de microorganismos. En este caso en particulary de acuerdo
con ensayos previos, se adiciono una solucion de acido ascorbico al 1% y metabisulfito de sodio
al 0.1%. Es importante tener en cuenta que, al adicionar sustancias estabilizantes, se debe
asegurar que no interfieren con las mediciones analiticas.

Por su parte para la matriz de café, se encuentra que durante el procesamiento se empled hielo
seco, lo anterior se realizé con dos propdsitos: (i) evitar el calentamiento y degradacién de la
matriz durante el proceso y (ii) contribuir a obtener un material de particulas mas pequefas y
por consiguiente mas homogéneo. Cabe destacar que el laboratorio puede seleccionar el
método de preparacion mas adecuado acorde con su capacidad, recursos y necesidades
especificas. La Figura 19 presenta el proceso aplicado para banano y café verde.

3 Considere que la cuantificacion preliminar, usualmente se realiza sobre el material hUmedo, y con el propdsito de estabilizar los
materiales se suele eliminar la humedad de este, por lo cual la concentracion en el material final puede incrementar.
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{
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af Moler o procesa;)

aﬁiicionarestabilizantes é’
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r Almacenar, protegido de la
luz y oxigeno del aire. /'

P

Figura 18. Esquema general de preparacion de los diferentes candidatos a material de referencia in-house.
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Figura 19.
Obtencion de la matriz
de bananoy café

3.2.4 Preparacion de la solucion de fortificacion

Tabla 9.
Relacion matriz/solucion
de fortificacion sugerida

En el caso de que la matriz seleccionada no contenga los analitos de interés, es necesario
fortificar con estos. Para ello, se sugiere realizar la preparacion de una solucion de
fortificacion. En la experiencia del INM, la preparacién gravimétrica es la mejor alternativa;
en la cual se utilizaron soluciones madre entre 500 mg/kg y 2000 mg/kg, como soluciones
de partida. Se recomienda emplear solventes acordes y compatibles con la matriz, en
especial que eviten que esta se desnaturalice. Por ejemplo, si se emplea un solvente de baja
polaridad en una matriz con un alto contenido de grasa, es posible que se genere la
extraccion de la grasa, y por consiguiente una separacion de fases.

La concentracion de la mezcla de fortificacion debe ser definida de acuerdo con la cantidad

de matriz, la concentracion final deseada, entre otros. La Tabla g. presenta las relaciones
empleadas durante la produccion.

Relacion Composicion

Por cada kg de harina de arroz, 0.75
110.75 kg de solucion de fortificacion.

Por cada kg de pulpa de banano, 0.4
1:0.4:0.1 kg de solucién conservante, y 0.1 kg
de solucion de fortificacion.

Por cada kg de café verde molido, 0.4
1:0.4:0.1 kg de solucion conservante y 0.1 kg
de solucidn de fortificacion.
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Para la preparacion de la solucion empleada en la fortificacion se siguieron las siguientes
instrucciones:

i. Pesar un recipiente con tapa limpio y seco, y registre su masa.

i.  Adicionar la masa requerida de cada analito y registrar. Tarar después de
cada adicion.

iii. Una vez termine de adicionar todos los analitos de la mezcla, retirar el
sistema de la balanza. Colocar en cero la balanza.

iv.  Pesar nuevamente, y adicionar acetona de acuerdo con la masa total
requerida.

v.  Registrar la masa final, tapar y agitar muy bien la mezcla. Almacenar
refrigerado hasta su uso. Si va a almacenar por un periodo prolongado, se
sugiere almacenar a —20 °C.

La Figura 20 brinda algunas recomendaciones adicionales para la preparacion de la solucidn
de fortificacion.

Figura 20.
Recomendaciones
generales parala

Almacene una porcién de

Realice los caculos
pertinentes para la cantidad
de solucién a preparar acorde

[y S con la masa de material a
preparacion gravimétrica 5
. fortificar. >4
de la solucion de

fortificacion @ @

( Tenga en cuenta que el

material como blanco de
matriz.

a masa final de la solucién

puede ser pesada en una

balanza de menor
resolucion.

7

material sera secado lo que
concentrara los analitos en
la matriz.

—

——

Por otro lado, la solucidn estabilizante se preparé al 1% y 0.1% (m/v) de acido ascorbico y
metabisulfito de sodio, respectivamente. Para ello, se emplearon reactivos grado
alimenticio y una solucion acuosa de etanol (20%) como solvente, la solucion puede ser
almacenada en refrigeracion hasta su uso.

3.2.5 Fortificacion, estabilizacion y homogenizacion

Una vez se cuenta con las soluciones de fortificacion, estabilizantes y con la matriz
preparada, se realiza el proceso de fortificacion y homogenizado. Es importante considerar
que, acorde con la capacidad del material e instrumentacion empleados puede ser
requerido realizar el proceso por partes, en este caso, es indispensable que una vez se
fortifique, se realice un proceso de homogenizado manual o mecanico a todo el material,
de modo que se asegure una mejor distribucion de los analitos. La Figura 21 presenta las
instrucciones generales de este proceso.
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Figura 21.
Fortificaciony
homogenizado de los

Pesar la cantidad de Separar la porcién del >
materiales

Batriz a fortificar blanco de matriz.

Un procesador de
alimentos o batidora
pueden ser empleados.

Adicionar en un recipiente
adecuado para la
. homogenizacion.

Y P

Homogenizar a
Lv_elocidad media. >

Adicionar la solucién
de fortificacion y >
estabilizante.

Realizar la adicion
paulatinamente, sin >
dejar de agitar.

Dispensar en

recipientes para >
| secado.

Se recomienda

emplear bandejas >
de aluminnio.

LSRN =

Posterior a la fortificacidn, se procede a realizar el secado de cada uno de los materiales
fortificados, segun los pasos siguientes:

Figura 22. Proceso de
secado de cada MR 7
producido.

Se sugiere realizar por
separado el secado del
blanco de matriz.

Secar el material en
l horno o Iioﬁlizadora.>

Una vez seco, pulverizar el >

[m_aterial.

Se sugieren tamices de 500 pm
Tamizar. para arroz y 750 um para café
y banano.

W A 5 5 T

Almacenar hasta el
envasado.

L

Protegerdelaluzydela

humedad. Emplear recipientes >
herméticos.

L S P

5
>

W 69 54 @
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LaTabla 10, presenta los pardmetros de secado empleados para cada matriz.

Tabla 10.

Parametros de secado
empleados en cada
matriz

3.2.6 Envasado de los materiales

Una vez que el material ha sido secado, pulverizado y tamizado, se realiza su envasado. La
seleccion de los contenedores o envases en los cuales se almacenara el material es crucial,
ya que estos desempefiaran un papel importante en la proteccion del material contra
factores externos y contribuirdan a su estabilidad. La Figura 23, presenta algunas
recomendaciones a tener en cuenta durante este proceso.

Figura 23.
Recomendaciones
generales para el
envasado de los
materiales

+ Seleccionar contenedores compatibles que no reaccionen quimicamente con el material.

« Se sugiere emplear contenedores dmbar para proteger los materiales de la luz.

* Para evitar la entrada de humedad, gases o contaminantes externos que puedan afectar la
estabilidad del material.

* Se recomienda utilizar tapas con cierres herméticos o por ejemplo colocar cinta aislante
alrededor de la tapa.

* Adecuado para la cantidad del material y con espacio para homogenizer previo a la toma
de submuestras.

* Con diametro adecuado de boca de modo que se facilite tanto el envasado como la toma
de submuestras.

* Elmaterial debe ser envasado lo mas rapido posible de modo que se evite su hidratacién o
exposicion al ambiente.

* Emplear embudos o espatulas puede facilitar el proceso.
* Serecomienda pesar la cantidad adicionada de material acada unidad y llevar registro.

* Sedebe conservar el orden de envasado, con el fin de realizar la evaluacion de la
homogeneidad.

* Etiquetar debidamente cada una de las unidades, inlcuir como minimo el nombre, lote o
fecha de produccién y nimero de unidad.

* Se sugiere almacenar las unidades en lo posible, a temperaturas aproximadas de —20 °C.
Emplear bolsas para proteger mejor el material.

3.2.7 Consideraciones adicionales
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Adicional a las recomendaciones brindadas en los nUmerales 3.2.1 a 3.2.6, se recomienda :

o El personal debe realizar practicar buenas practicas de laboratorio durante todo el
proceso, en especial durante el manejo de sustancias quimicas e instrumentos de
laboratorio.

e Durante el secado de los materiales, no abrir la estufa/horno, ni introducir ningin
otro tipo de material.

e Realizar el secado de los blancos y de las diferentes matrices por separado, de
modo que se evite contaminacion cruzada.

¢ Realizar sequimiento de las condiciones ambientales durante todo el proceso.

e Contar con un adecuado sistema de gestion de calidad que asegure que los
instrumentos empleados cuenten con las verificaciones o calibraciones vigentes,
segun sea requerido.
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3.3 ESTUDIO DE HOMOGENEIDAD

Evaluar la homogeneidad de un material de referencia, permite garantizar que el valor de
la propiedad se encuentra distribuido de manera uniforme a lo largo de todo el lote
producido y dentro de las porciones del material. Acorde con las recomendaciones de la
guia 1SO3s, esta evaluacion incluye las siguientes etapas:

e Muestreo (numeral 3.3.1).

e Determinacion analitica (numeral 3.3.2).

e Inspeccion de datos (numeral 3.3.3).

e Evaluacion de tendencias (numeral 3.3.3).

e Estimacion de la incertidumbre (numeral 3.3.4).

e Verificacion del grado de homogeneidad (numeral 3.3.5)

A continuacidn, se describen cada una de estas etapas.

3.3.1 Muestreo

Para una evaluacion exitosa de la homogeneidad es necesario evaluar esta caracteristica en
un numero de unidades que represente el lote producido. Para definir el nUmero de
unidades se aplico la estrategia presentada en la Tabla 11.

Tabla 11.

Ejemplos de estimacion
de numero de botellas
para cada uno de los
lotes producidos.

Una vez definido el nUmero de unidades, y considerando que la durante la evaluacion de la
homogeneidad se busca evaluar que el valor de la propiedad se mantenga a lo largo del lote
producido, asi como dentro de las porciones de cada unidad, se recomienda emplear una
estrategia de muestreo, de modo que se asegure que las unidades seleccionadas
representan el lote producido, dentro de estas estrategias se puede implementar un
muestreo aleatorio sistematico o un muestreo aleatorio estratificado. A continuacion, se
enlistan los pasos generales para realizar estos muestreos, tomando como ejemplo un lote
de 60 unidades.
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Figura 24. W
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de datos tradicional como open office o Microsoft Excel:

Figura 25.
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A continuacion, se muestra un ejemplo en el cual se empled un programa de procesamiento

(Deﬁnir el nimero de Calcularel
unidades (n=6) a @ tamaio de los
seleccionar segmentos (n,,)
— Yo —
N I

Filtrar usando orden-
personalizado, ordenar las
columnas “segmento” y

“aleatorio” de menora

mayor. _/

Las unidades que se deben
tomar para el estudio,

corresponden a la primera
unidad de cada segmento

L

A continuacion, se presenta un ejemplo de cdmo puede ser realizado el muestreo

empleando programas ofimaticos convencionales.
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3.3.2 Secuencia de medicion

El establecimiento de una adecuada secuencia de medicion es un punto critico, pues
mediante esta se asegura:

o La aleatorizacion de los experimentos.
e Una adecuada evaluacion de la deriva.
e Unadecuado control de calidad del instrumento
La Figura 26 presenta la estrategia recomendada para establecer la secuencia de medicion.

Figura 26. Estrategia
para la secuencia de ﬂ Establecer el
medicion / numero de > * Incluyendo nimero de submuestras y de réplicas instrumentales.
; L unidades

* Seguir los procedimientos establecidos,
Llevar a cabo la
preparacion de >

L muestras

» Serecomienda emplear estandares subrogados e internos, con el
proposito de controlary recuperacion y deriva instrumental,
respectivamente.

SN SR S

* Realizar esta preparacion bajo condiciones de repetibilidad y de
manera aleatoria, evitando el orden de envasado.

» Aplicar un disefio experimental de bloques* completamente al azar.

Realizar la

/ medicion
/) L >

* Aleatorizar completamente las submuestras y las réplicas de cada
unidad.

* Serecomienda emplear viales independientes para las réplicas
instrumentales.

*Otro disefio puede ser seleccionado ver numeral 2.3.5

A continuacion, se muestra un ejemplo para la realizaciéon de disefio de bloques para 2
submuestras y 2 réplicas instrumentales de cada una.
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Como se puede observar en la anterior Figura, posterior a la conformacién de los grupos o
bloques de medicion se debe aleatorizar cada bloque (Ultima columna).

Es importante Incluir en la secuencia de medicion blancos de reactivos y de procedimiento
para verificar que no exista algun tipo de contaminacion cruzada. Asi mismo, estos
permiten facilitar el equilibrio del sistema instrumental.

Finalmente, se recomienda entre los bloques de medicion, incluir siempre una muestra de
control de calidad, la cual corresponde a un nivel de calibracion, idealmente en blanco de
matriz. Esta muestra de control de calidad debe incluir los analitos de interés y estandares
internos empleados en las muestras bajo estudio a una concentracion cercana a la estimada
en las muestras, tal como se muestra a continuacion.

Inyeccion No. Nombre muestra

Blank_rvos.01
Blank_rvos.02
NQC.01
NQC.02
B15-E12_01
B23-E2_02
B34-E3_03
B45-E3_01
B1-E3_01
B55-E3_02
NQC.03

O IN OB WIN|-=

[y
o

(e
[

3.3.3 Inspeccion de datos y evaluacion de tendencias

La Figura 27 resume el esquema general que se puede realizar en el estudio de
homogeneidad realizado para los diferentes lotes producidos. Para este caso se selecciono
un disefio en bloques, considerando que la deriva del equipo es relativamente alta para el
proposito.
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Figura 27.

Esquema general de la
ejecucion del estudio de
homogeneidad

Réplicas de
“_extraccién

Réplicas
g l_instrumentales

7

Ll il

Los resultados obtenidos de este disefio son presentados en la Tabla 12.

Tabla 12.
Datos de estudio de
homogeneidad ejemplo

Como se menciond en el numeral 2.3.7, previo a la evaluacion de la homogeneidad del
material, se debe realizar una inspeccion para detectar posibles problemas durante el
proceso de medicion y de produccidn. A continuacion, se sugieren algunas acciones a
considerar durante la inspeccion.

e Realizarlaintegracion de los cromatogramas y aplicar las correcciones pertinentes
debidas a factores de dilucion o uso de estandares internos, segun aplique.

e Obtener las respuestas para cada unidad o los valores de concentracion, en caso de
haber realizado la cuantificacion.
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e Aplicar una prueba estadistica como Grubbs o Dixon a 95 % y 99 % de nivel de
confianza, para detectar posibles anémalos.
e Realizar un analisis exploratorio y posteriormente de regresion con el propdsito de
evaluar objetivamente los resultados.

Es importante resaltar que estas pruebas se aplican con el fin de identificar datos
sospechosos, sin embargo, en caso de obtener como resultado la presencia de datos
anomalos y acorde con las recomendaciones de la guia ISO35, se sugiere NO descartar
datos a menos de que exista un criterio técnico. Para lo cual se sugiere:

e Verificar que las integraciones son adecuadas,

o Verificar los controles de calidad y blancos,

e Llevar a cabo una nueva medicion de una unidad o submuestra sospechosa en un
breve periodo de tiempo;

e Repetir una secuencia de medicion completa o un experimento completo afectado
por varios valores atipicos.

El Anexo 5, muestra un ejemplo de como aplicar pruebas estadisticas para la deteccion de
datos andmalos mediante el aplicativo ValidarR".

a. Tendencias de medicion

A continuacion, se describe el paso a paso para realizar este analisis de tendencias de
medicion:
i.  Ordenar los datos obtenidos para los controles de calidad y muestras, en
el orden de medicion,
ii.  Realizar una inspeccion visual, graficando las respuestas contra el orden
de medicion.
iii.  Finalmente, aplicar un analisis de regresidn lineal para evaluar una
tendencia estadisticamente significativa. A continuacion, se ilustra cémo
realizar esta evaluacién empleando un programa tradicional:

*ValidaR, es un aplicativo desarrollado por el Instituto Nacional de Metrologia, el cual se encuentra
disponible en https://validar.inm.gov.co/validaR/
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Posteriormente, con el proposito de contar con evidencia objetiva de la evaluacion de la
homogeneidad, se procede arealizar una prueba ta un nivel de confianza del 95%, tal como
se muestra a continuacion:

Para este caso, ya que t-value <t-value critico, lo cual evidencia que la pendiente no es
significativa, por lo tanto, se concluye que no hay de tendencia de mediciéon. Esta misma
evaluacion puede ser realizada en el aplicativo ValidaR en el modulo de regresiones, pero
con la ventaja que se puede emplear otro tipo de modelos de regresion.

Obtener una tendencia significativa en la medicidn puede llevar a una conclusion errénea
acerca de la homogeneidad del material (ver Figura 11), en caso de obtener se pueden
implementar las siguientes estrategias:

b.

Aplicar una correccion a los datos basada en una funcion de transformacion
adecuada antes de realizar un analisis de varianza posterior;

Emplear analisis de covarianza.

Emplear los controles medidos durante la secuencia para realizar la correccion.
Rechazar las secuencias de medicion afectadas y repetir las mediciones después de
eliminar o controlar la fuente de la deriva.

Tendencias de envasado

Por otro lado, para realizar la tendencia de envasado se sugiere:

i.  Ordenar los datos de la propiedad de interés (respuesta instrumental o

concentracion) para las muestras bajo estudio en estricto orden de envasado.
Transformar los promedios de cada unidad (Xunidad) relativos al promedio de las
observaciones para todas las unidades (Xunidad)-

.
Respuesta reLQELVQ:%‘M x100 % Ec.19

ii.  Graficar la respuesta relativa contra el orden de envasado para evaluar
visualmente la existencia de una tendencia. La figura 28 presenta un ejemplo
de la evaluacion grafica de tendencias de envasado.
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Figura 28.
Estudio de tendencias de
envasado

Respuesta

104.0%
103.0%
102.0%
101.0%
100.0%
99.0%
98.0%

97.0%

iv.

y = -0.0006x+1.0082
R'=0.4238
o 5 10 15 20 25 30
Numero de botella
Llevar a cabo un andlisis de regresion lineal para probar una tendencia
estadisticamente significativa, lo cual se puede realizarse por ejemplo
empleando la funcion matricial de estimacion lineal de los softwares
convenciones, tal como se muestra a continuacion:
A B C
Respuesta
Unidad instrumental
25 relativa promedlo =ESTIMACION.LINEAL(D6:D11;C6:C11;1;1)
26 2 100.22%
27 8 101.34%
28 12 99.81%
29 20 99.04%
30 25 99.58%
D E F

26 Pendiente -0.0006 1.0082 Intercepto

27 u(pendiente) 0.0004 0.0065 ulintercepto)

28 0.424 0.0076 s(y)

29 2.2099 3.0000 Grados de libertad

30 SS regresién 0.0001 0.0002 SS residual
Para interpretar los resultados se debe llevar a cabo una prueba de

significancia de la pendiente por medio de una prueba t a un nivel de confianza
del 95%, tal como se muestra a continuacion:
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v.  Evaluar sit-calculado, mediante la comparacion con el t-critico, es menor. En
este caso, se evidencia que la pendiente no es significativa, por lo tanto, se
concluye que no hay de tendencia de envasado.

Alternativamente, al observar que el p-value> 0.05, se concluye que no hay de
tendencia de envasado (asumiendo un nivel de confianza del g5 %).

vi.  En caso de obtener tendencias de envasado significativas, se deben
considerar los siguientes aspectos:
o No es apropiado aplicar correcciones matematicas para eliminar las
tendencias que surgen del procesamiento del candidato
o Estimar un componente de incertidumbre por este efecto. Por
ejemplo, para un lote preparado de 60 unidades, en el cual se tiene
una tendencia de significativa con una pendiente de 0.06 %/unidad de
material la incertidumbre por este efecto se estimaria como:

0,06% .
lo}
Tunida x60 unidades 207 %
Uderiva™ z =207 %

3.3.4 Analisis estadistico y estimacion de incertidumbre por
homogeneidad

Para realizar la evaluacion de estos datos, se empleo el software estadistico R. Para ello, es
necesario inicialmente almacenar un archivo con los datos categorizados por numero de
unidad y considerando el bloque acorde a la secuencia de medicién, como se muestra a

continuacion.

B C D
e
14 4.477
15 4.165
16 4.640
17 4.470
18 4.414
19 3.847
20 4,583
21 4.169
22 4.287
23 4.227
24 4.666
25 4.197
26 4,931
27 4.262
28 4.705
29 4.511
30 4.672
31 3.839
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Posteriormente, se realiza un analisis de varianza de dos vias. Para lo cual se ejecutd el
cdédigo que se presenta en el Anexo 5. A continuacion se presentan los resultados:
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Tabla 13. Analisis de
varianza obtenido para el
estudio de
homogeneidad.

[ Fuente | GL | SC | CM__| ValordeF | Valordep |
[ Entre [ 0.232 0.0463 4.018 0.00478

8 3.264 0.408 35 8.65x1016

40 0.461 0.0115

Como se menciond en el numeral 2.3.8 (ver Tabla 4), la estimacion de incertidumbre se
realiza mediante la siguiente ecuacion:

CMenrre~CMgesipual
Woom (%)= m x1lo0 Ec.20

bl

Donde,
CMENTRE = 0.0463
CMgesipuaL = 0.0115
m=9
X=Gran promedio=4.357

Por lo cual la incertidumbre corresponde a:

\/0,0463-0.01 18
9
4 387

Wy (%)= x100=2.9%%

3.3.5 Verificacion de la homogeneidad

El resultado obtenido debe evaluarse para determinar si el material es lo suficientemente
homogéneo para su uso como MR in-house. Para ser Util como MR in-house, la
incertidumbre por homogeneidad entre unidades debe ser inferior a la incertidumbre
objetivo establecida (ver Anexo 1.) Para el caso de este material, se establecié como
incertidumbre objetivo el 25 % del valor maximo establecido en la regulacion de la Unidn
Europea, por lo cual se encontré que el material es lo suficientemente homogéneo. Otra
opcion, es emplear un tercio o un cuarto de la precision (en condiciones de intra-
reproducibilidad o intermedias) del método que se desea controlar con el material
producido.

3.3.6 Diseno simplificado de homogeneidad :Guia ISO 80

Para el caso en que se cuente con una incertidumbre debida a la homogeneidad, obtenida
a partir de estudios previos o reportes de literatura para materiales similares, la Guia ISO
80, considera un enfoque simplificado realizar esta verificacion. Para lo cual se debe:

e Seleccionaral azar un numero g de las unidades en su forma final embalada, donde
g=10.
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Nota 1: en el caso de no tener tendencias de envasado realizar muestreos
aleatorios.

Nota 2: en el caso de tener tendencias de envasado, preferiblemente hacer uso de
muestreos sistematicos o estratificados.

Tomar minimo dos submuestras de ensayo de cada unidad usando técnicas
apropiadas de homogenizacion para minimizar las diferencias entre las
submuestras de ensayo.

Llevar a cabo el procedimiento de medicion en orden aleatorio y bajo condiciones
de repetibilidad, de modo tal que la desviacion de la medicidn pueda distinguirse
de cualquier tendencia en el lote de muestras.

Nota: Preferiblemente hacer uso de disefios experimentales.

Obtener el resultado de medicion en la propiedad evaluada para cada una de las
submuestras.

Por medio de un ANOVA calcular la desviacion estandar dentro de las unidades (Sd)
y la desviacion estandar entre unidades (Ss).

Estimar la incertidumbre por homogeneidad entre unidades como se discutio
previamente.
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3.4 ESTUDIO ESTABILIDAD

Figura 29. Vista general
de un estudio de
estabilidad isocrono

Como se menciond en los capitulos anteriores, la estabilidad es la caracteristica del material
que permite garantizar que el valor de la propiedad declarado se mantiene dentro de la
incertidumbre, durante el tiempo y bajo las condiciones establecidas. Para realizar la
evaluacion de la estabilidad, adicional a las recomendaciones del numeral 2.4.1, se
recomienda:

e Establecer las condiciones del estudio durante la etapa de especificacion del
material o planeacion, por ejemplo: tipo de aproximacion, numero de unidades,
tiempos, condiciones de estudio y numero de réplicas.

o Realizar el estudio posterior al estudio de homogeneidad, de modo que se
garantice previamente que el material es suficientemente homogéneo. En este
sentido, el muestreo de las unidades empleadas para evaluar la estabilidad puede
ser realizado completamente al azar, excepto si se ha identificado una tendencia
significativa en el orden de envasado (ver 3.3.3), para lo cual se recomienda otro
tipo de muestreo por ejemplo Muestreo Aleatorio Sistematico o muestreo
estratificado (ver 2.2.2 0 2.2.3).

e Realizar el estudio sobre las unidades en su presentacion final.

Una de las aproximaciones propuestas por la guia ISO 35, para la evaluacion de la
estabilidad de los materiales es utilizar un disefio isocrono (ver numeral 2.4.5, para mas
detalles). La Figura 29 muestra un esquema general de un estudio de estabilidad isécrono,
que se empleara como ejemplo. Como se presenta en la figura, este estudio fue realizado
4°C teniendo como temperatura de referencia -80°C, dos unidades del material fueron
llevadas a temperatura de referencia cada 15 dias, para un total de 6 puntos en el tiempo,
incluyendo el tiempo o.
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A continuacion, se presentan algunas consideraciones a tener en cuenta durante el
desarrollo de este tipo de estudio.

Almacenar bajo temperatura de referencia las muestras seleccionadas, al mismo
tiempo, someter a condiciones de estudio las demas muestras.

Nota: Como temperaturas de estudio pueden ser empleadas temperaturas de
refrigeracion y temperaturas de referencia -20 °C 0 -80 °C.

Mantener las muestras asignadas a to (tiempo inicial) a la temperatura de
referencia. Registrar la fecha de inicio de estudio.

En cada punto del estudio llevar las muestras desde la temperatura de estudio a la
temperatura de referencia, se sugiere hacerlo aproximadamente a la misma hora.
Registrar siempre los tiempos de muestreo, asi como cualquier otra informacion
que se considere relevante.

Nota: para el caso de estudios cortos (por ejemplo, condiciones de transporte o
acelerados) registre la hora del muestreo.

El estudio finaliza cuando todas las muestras se encuentren en la condicion de
referencia. En este punto, las muestras estan listas para ser medidas.

3.4.1 Medicion

Una vez finalizado el estudio, se procede a realizar la medicion, para ello se recomienda:

Permitir la climatizacion de las muestras a temperatura ambiente.

Homogeneizar el material previo a la toma de sub-muestras.

Preparar las muestras acordes con los procedimientos establecidos.

En la medida de lo posible hacer uso de estandares subrogados y de estandares
internos, para controlar y detectar problemas de recuperacion y deriva
instrumental, respectivamente.

Procesar las muestras en orden aleatorio, es decir, evitando procesar en estricto
orden de tiempo de estudio.

Realizar la medicidn en condiciones de repetibilidad.

Para las réplicas instrumentales, procurar usar viales independientes.

Aplicar un disefio de experimentos, por ejemplo, bloques completamente al azar,
especialmente cuando se trata de secuencias de medicion muy largas (ver 2.3.5).

Una vez realizada la medicion, y se han aplicado los factores de dilucion (fq) y correcciones
segun aplique, se sugiere evaluar la presencia de andmalos y la deriva instrumental, como
se muestra en el Anexo 5y el numeral 2.3.7, respectivamente.

En caso de tener una tendencia de medicidn significativa, la cual puede generar falsas
conclusiones acerca de la estabilidad, se pueden implementar las siguientes estrategias:

Rechazar las secuencias de medicion afectadas y repetir las mediciones después de
eliminar la fuente de la tendencia;
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e Llevar a cabo una medicion de la propiedad empleando una calibracion analitica
mas frecuente, de tal manera que se elimine la tendencia.

e Aplicar una correccion a los datos basada en una funcion de transformacion
adecuada (por ejemplo, una regresion lineal) antes de realizar un analisis de
varianza posterior;

Posteriormente, se sugiere calcular la respuesta relativa de la respuesta instrumental o
propiedad medida de cada uno de los tiempos, respecto al tiempo (t,) del estudio dentro de
cada bloque de medicidn (to=100%), la siguiente figura muestra un ejemplo de como se
puede realizar esta transformacion.

H | J K

y
15 |Blank_01 - -

16 |Blank_02 - -

17 |QC_O1 - B

18 |QC_02 - -

19 |B2-E2_02 11 +(H17/$H$22)*4*100
20 |B42-E1_01 15 Bl +(H18/$H$22)*4*100
21|B18-E1_03 13 +(H19/$H$22)*4*100
22|B57-E2_01 4 +(H20/$H$22)*f4*100
23 |B27-E2_02 12 +(H21/$H$22)*14*100
24 |B15-E1_03 10 +(H22/$H$22)*f4*100
25 QC_03 - B

26 |B18-E2_03 13 +(H24/$H$27)*f4*100
27 |B2-E2_01 11 +(H25/$H$27)*4*100
28 |B27-E1_01 12 - +(H26/$H$27)*14*100
29 |B15-E2_01 10 +(H27/$H$27)*4*100
30 |B57-E1_03 4 +(H28/$H$27)*f4*100
31 |B42-E2_03 15 +(H29/$H$27)*f4*100
32 |QC_04 ) )

33 ... B;

Para evaluar el ajuste a diferentes o6rdenes de cinética de reaccidn, se utiliza este primer
este primer conjunto de datos correspondientes al orden cero (x). Luego, se aplican
transformaciones como In(x), 1/x y 1/x* , para obtener las cinéticas de orden 1, 2 y 3,
respectivamente. A continuacion, se muestra como se obtienen estos datos.
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3.4.2 Tratamiento estadistico y estimacion de Ia
incertidumbre

Una vez obtenidos los datos transformados para cada orden de cinética, se realiza la
evaluacion estadistica y posterior estimacion de la incertidumbre por estabilidad a largo
plazo (ux) 0 en condiciones de almacenamiento. A continuacion, se describe el
procedimiento para llevar a cabo esta evaluacion, tomando como ejemplo los resultados de
la cinética de orden cero, de un estudio ejecutado siguiendo un disefio isdcrono a 75 dias,
los datos se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Datos ejemplo
de estudio de estabilidad
para la cinética de orden

815 | 82 | sy | Bi8 | B57 | B4 |

cero 100.0 101.0 101.0 980 101.0 99.0
100.0 100.0 98.0 99.0 102.0 98.0
100.0 102.0 101.0 1010 102.0 100.0
100.0 98.0 1020  102.0 99.0 98.0
100.0 102.0 1010 102.0 98.0 102.0
100.0 102.0 980 1000 98.0 101.0

Inicialmente se realiza la evaluacion del ajuste de los datos a un modelo lineal, de modo que
se evidencie si existe o no una regresion significativa. Para ello:

i.  Categorizar los datos de respuesta o medicion de la propiedad por unidad y
tiempo del estudio, tal como se muestra a continuacion:
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L M N o)
Punto estudio T'(Z?;F:)o Respu:sf:)a(;;luhvu Pror(’;sdm CV (%)
0 100.0
0 100.0
0 100.0
0 1000 100.0 0.0
0 100.0
0 100.0
15 99.0
15 98.0
15 101.0
15 99.0 79:3 10
15 100.0
15 99.0
30 99.0
30 101.0
30 101.0
30 1000 100.5 1.0
30 100.0
30 102.0

ii.  Graficar los promedios de respuesta o medicion de la propiedad en funcion
del tiempo del estudio, de modo que se pueda hacer una primera inspeccion
visual del comportamiento de la estabilidad, tal como se muestra a
continuacion:

Figura 30.
Analisis preliminar en el
estudio de estabilidad.

iii.  Llevara cabo un analisis de regresion lineal sobre los datos usando la funcion
de “Estimacion.lineal”, como se muestra a continuacion:
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Vi.

Vil.

viii.

R
=ESTIMACION.LINEAL
(PM$P57:3M$92,$L.$57

Pendiente BISTFAR)

Intercepto
u(intercepto)

s(y)

Grados de libertad
SS residual

R s T
0.00413 9998413
0.00819 0.37203 (UGS
0.00741
0.25381 KZX00000] Grados de libertad
0.40238 53.90317 BAEHE L

Para interpretar los resultados se debe llevar a cabo una prueba de
significancia de |la pendiente por medio de una prueba t a un nivel de confianza
del 95%, tal como se muestra a continuacion:

Los resultados indican que el t-value < t-value critico, por lo que es posible
concluir que la pendiente no es significativa, por lo tanto, se concluye que no
hay una degradacion de la propiedad de interés, es decir, la propiedad se ha
mantenido estable en el tiempo de estudio.

Alternativamente, al observar que el p-valor > a=0.05, se concluye que no se
presenta degradacidn significativa al tiempo del estudio.

Ahora bien, dado que no hay una tendencia o degradacion significativa de
acuerdo con el modelo de regresion lineal aplicado, la incertidumbre u.: se
estima de la siguiente manera:

uEL?:uPaV\dieV\Ee x ( Eeskud£o+E:Vi$)€V\Ci0~)

Donde:

Upendiente=€rror de la pendiente

testudio=tiempo de duracion del estudio de estabilidad
tiigencia=tiempo de vigencia inicial

Para el ejemplo, y considerando un tiempo de vigencia inicial de 365 dias, se
obtendria una ug p de:

U p=0.004-1x(76+290)
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ucLp=1.506%

ix.  Evaluarsilaugp estimada cumple con laincertidumbre objetivo del material.

Finalmente, en el caso en que el modelo de regresidn no sea significativo, se debe emplear
la constante cinética para estimar la incertidumbre del material, conforme se presenta en
la Tabla 6.
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3.5 ESTABLECIMIENTO DE VALORES DE LA
PROPIEDAD

De acuerdo con lo presentado en el numeral 2.5, es posible realizar el establecimiento de
valores de las propiedades de interés (ver 1.1). Para esto, el numeral 2.5 propone tres
mecanismos posibles, los cuales dependeran del nivel rigurosidad que se quiera alcanzar.

A continuacion, se describen algunas recomendaciones practicas para llevar a cabo el
establecimiento de los valores de las propiedades usando las estrategias de un método en
un laboratorio (ver numeral 2.5.2) y dos métodos independientes (ver numeral 2.5.3).

Es importante mencionar, que el establecimiento de valores de las propiedades que se
propone a continuacion dista en gran proporcion de un proceso de certificacion de
materiales de referencia. En este sentido, es importante que el laboratorio debe definir el
nombre mas apropiado para el valor de la propiedad, para esto se sugiere revisar los
conceptos propuestos en el capitulo 1.

3.5.12 Empleo de un Unico meétodo

Esta opcion puede ser empleada cuando no se tienen dos técnicas de principio de medicidn
diferente o en el caso en que propiedad de interés o analito en particular Unicamente puede
ser determinado por una técnica. En esta estrategia, se pretende realizar la mejor
estimacion posible de la propiedad,

e Seleccionar aleatoriamente cuatro unidades del lote del MR producido. Sin
embargo, cada botella se medira en un dia diferente y con una calibracion
independiente como se describe a continuacion:

o Paraunade las unidades, realizar la preparacion (extraccion y limpieza) de las
muestras acorde con lo procedimientos establecidos, se sugiere tomar al
menos cinco submuestras de cada unidad.

o Preparar los niveles de calibracién. En este aspecto se sugiere emplear
calibraciones analiticas que reduzcan la incertidumbre, por ejemplo:
bracketing.

o Llevar a cabo la medicion instrumental por la técnica de medicion
seleccionada,

o  Realizar la cuantificacidn para cada analito en cada una de las submuestras.

o Estimar la concentracion para la botella, por ejemplo, empleando el promedio
de las cinco submuestras.

o  Estimar la incertidumbre estandar para la concentracion de la botella.

Al final, se tendran cuatro valores de concentracién con su respectiva incertidumbre. La
tabla 15, muestra como ejemplo los resultados de la cuantificacion obtenida para un analito,
la cual fue realizada en 4 dias diferentes con 5 submuestras por unidad.
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Tabla 15.

Resultados obtenidos en
la medicion de la
propiedad

Es importante considerar, que debido a que en cada uno de los dias se emplea la misma
calibracion analitica, los resultados obtenidos de la medicion de cada una de las botellas no
son mediciones independientes, por lo anterior la incertidumbre del componente de
precision del método correspondera a:

“preccsaée«-‘sd Ec.21

Donde sq4 corresponde a la desviacion estandar de las mediciones realizadas para cada
botella, es decir la desviacion estandar del dia.

Una vez se ha estimado la incertidumbre de la concentracion para cada una de las botellas,
se procede a realizar la mejor estimacion posible de la propiedad, la cual correspondera al
promedio de estos valores X) y su incertidumbre (Upropiedad) S€ €stima a partir de la siguiente
expresion:

“Pm,as_eama= " Ec.22

Donde m corresponde al numero de mediciones independientes, es decir el nUmero de
botellas medidas independientemente, en el ejemplo m=4.

La Tabla 16 muestra un resumen de los resultados obtenidos en el establecimiento del valor
de la propiedad y su incertidumbre.
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Tabla 16.

Resultados obtenidos en
la medicion de la
propiedad

En el ejemplo anterior, se ecuentra que los promedios entre las diferentes botellas no varian
de manera significativa; sin embargo en algunos casos puede existir una variacion entre las
mediciones, la cual suele ocasionarse por la deriva del método de medicion, asumiendo que
el material es estable. En este sentido, debe incluirse un componente asociado a la deriva
del método durante la medicion de la propiedad. Este componente se puede estimar a
través de la siguiente expresion:

_ Xm&ximo Xyminimo

Uderiva= 2v3 Ec.23

Donde Xmaximo Y Xminimo COrresponde a el mayor y el menor promedio obtenidos en la
evaluacion de cada una de las botellas. Por lo cual, la ecuacidon 22 se transforma a la
siguiente expresion:

m

1 2
R 2
. -_— s +
YUyalor de Lla Propuedad'm z y u’predsicm i T%deriva Ec.24
L=

3.5.2 Empleo de dos métodos

Si el laboratorio cuenta con dos métodos independientes de medicion, se sugiere que la
medicion de la propiedad(es) de interés se realicé mediante cada uno de estos,
considerando las recomendaciones del numeral 2.5.3.

e Seleccionar aleatoriamente al menos 4 unidades del lote del MR producido, las
cuales seran evaluadas en dos dias diferentes por las dos técnicas,

e Prepararlos niveles de calibracion en el intervalo adecuado,

e Realizar la preparacion de las muestras acorde con lo procedimientos establecidos,
se sugiere tomar como minimo cinco submuestras de cada unidad,

e Llevar a cabo la medicion instrumental por cada una de las técnicas de medicion
seleccionadas (p. e. 1-Q1: LCMS y 1-Q2: GC-MS)

e Repetir la medicion empleando el segundo grupo de unidades en un dia diferente,
una unidad para cada técnica. Se sugiere emplear una calibracion independiente.
(p. e. 2-Q1: LCMS y 2-Q2: GC-MS)

e Realizar la cuantificacion de cada una de las submuestras.
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La tabla 17 presenta un ejemplo de los resultados obtenidos para cuatro unidades del
material, evaluadas en dos dias diferentes.

Tabla 17. Datos
establecimiento del valor
por dos técnicas

Para obtener la incertidumbre debida al método se realiza la combinacion de las
incertidumbres de precision de cada dia, en concordancia con la ecuacion 22, sin embargo,
es importante asegurar primero que los datos obtenidos son consistentes, para ello se
emplea la siguiente ecuacion:

|Ca1 d1=Can dz|-<-\/“&1d12*“&1o&22 Ec.25

|3.61-3.65|< /0.042+0.osz

0.04£0,06

Reemplazando, se obtiene:

A partir de los resultados presentados como ejemplo, es "posible concluir que los datos del
método 1 (Q,) son consistentes entre los dos dias de medicion (d. y d.), por lo tanto, es
posible realizar la combinacion de la incertidumbre:

2 . 2 2
YUpmétodo ‘(“Ql d1 "W d2 ) Ec.26
Reemplazando, se obtiene:
u’mékodo:‘c‘ce “‘J/“S
Este proceso se realiza para los datos obtenidos empleando la segunda técnica de

medicion. Posteriormente, se realiza la evaluacion de la consistencia de los resultados, pero
esta vez para asegurar que los datos obtenidos por ambas técnicas son equivalentes.
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|3.63-3.64|< /o.oszm.wﬁ

0,01£0,09

En este caso, ya que se cumple el supuesto, se concluye que los resultados obtenidos por
los dos métodos Q. y Q, son consistentes. Por lo tanto, el mejor estimado del valor de la
propiedad se puede establecer por el promedio aritmético de las observaciones obtenidas
por ambos métodos y la incertidumbre correspondiendo a la combinacion de las obtenidas
para cada método los métodos.

Yyalor de la Propieo\ad=, ’quz*uQZZ

Qyalor de Lla Froriedad:o‘og HS/ ‘{3

Finalmente, la incertidumbre expandida del valor indicativo puede ser estimada
multiplicando la incertidumbre estandar por el correspondiente factor de cobertura, en este
caso 1.96 para un nivel de confianza del 95%
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3.6 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL
MATERIAL

Una vez se ha evaluado la homogeneidad del material, su estabilidad y establecido los
valores indicativos de la propiedad, cada una con su incertidumbre, se procede a combinar
estas contribuciones para obtener la incertidumbre del material.

Dependiendo de la estrategia usada para el establecimiento de los valores indicativos, se
obtienen dos escenarios posibles para estimar la incertidumbre global del material. A
continuacion, se describen estos posibles escenarios.

3.6.1 Escenario 1: Uso de los datos del estudio de
homogeneidad

En el caso en que el material no requiera un valor de la propiedad y se pretenda emplear,
para, por ejemplo, el control de la precision, confirmacion o identificacion, las dos
contribuciones a la incertidumbre del material corresponden:

e Homogeneidad (Unom)
° Establlldad (Uest)

De modo que la incertidumbre del material de referencia in-house (uwri) se obtiene de la

siguiente manera:
: 2 2
UMRh= [ Whom Hlest Ec.27

Mientras que, la incertidumbre expandida del material se obtiene al multiplicar la
incertidumbre estandar obtenida por el correspondiente factor de cobertura, en este caso
1.96 para un nivel de confianza del 95%

Unrin=1.96*uyzin Ec.28

3.6.2 Escenario 2: Se establece el valor indicativo por una o
dos técnicas en un laboratorio

En el caso en que se realicé la medicion de la propiedad y el valor se pretenda emplear para:
el control del sesgo, la evaluacion de la precision, entre otros, se tendran tres contribuciones
a la incertidumbre del material:

e Homogeneidad (Unom)
e Estabilidad (Uest)
e Establecimiento de valor de la propiedad (Upropiedad)

92



De modo que la incertidumbre del material de referencia in-house (umrir) se obtiene de la
siguiente manera:

2
UpRW= \[ “hom2+uasﬁz+uvator de la Propiedadz Ec.29

Mientras que, la incertidumbre expandida del material se obtiene al multiplicar la
incertidumbre estandar obtenida por el correspondiente factor de cobertura, en este caso
1.96 para un nivel de confianza del 95%.
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ANEXOS






Anexo 1: Incertidumbre objetivo

De acuerdo con el vocabulario internacional de metrologia (VIM), la incertidumbre objetivo se define como
“"la incertidumbre de la medicion especificada como un limite superior y elegida con base al uso previsto de
los resultados de la medicion”. En vista de lo anterior y conforme lo presenta el presente documento a lo largo
de la produccion de un material de referencia, se deben definir las siguientes incertidumbres objetivo:

e Incertidumbre objetivo del MR (urwmr).

e Incertidumbre objetivo por homogeneidad (Uthom).
e Incertidumbre objetivo por estabilidad (Urest).

e Incertidumbre objetivo por medicion (Utmed).

En este sentido, a continuacién, se brindan algunos ejemplos que se espera sirvan de guia para el
establecimiento de la incertidumbre objetivo de un material.

A.1.1 Incertidumbre objetivo del MR (UTMR).

Considerando que un material de referencia puede ser empleado para el control del error sistematico y
aleatorio y que en la medicion de residuos de plaguicidas se permiten incertidumbres estandar de hasta el 25
% (Uméxima del ensayo)[31]. Se requiere que el MR tenga una incertidumbre entre un cuarto y un tercio, con el
proposito de que sirva como una referencia adecuada para el control de calidad. En este sentido, se puede
establecer la incertidumbre objetivo a través de la siguiente expresion:

1 1

MTMR:‘Z U éaxima del ensayo - gu'm&xima del ensayo EcAa

Es decir, para el caso de residuos de plaguicidas la utwr podria encontrarse entre:

1 1
WMR:Z%% Yy 3286%= (6.28%, ¥.33%)

A.1.2 Incertidumbre objetivo por homogeneidad (Uthom,), estabilidad (Utest) y medicion (Umed)

Considerando que la incertidumbre de un material de referencia viene dada por la siguiente expresion:

- 2 2 3 , Ec.A
Urpr= \/ “komo+uesﬁa+umedicién A2

La manera mas sencilla de establecer la incertidumbre objetivo, asociada a cualquiera de estos tres
componentes (Uthom, Uest Y Umed), €5 asumir que los tres componentes tienen la misma importancia, por lo cual
la incertidumbre objetivo vendria dada por la siguiente expresion:




UrmR

YUT(homo, esta o medicidn)= 2 Ec.A.3

Reemplazando los valores obtenidos en el ejemplo anterior, se tendria que la urpara cualquiera de estos tres
componentes podria estar entre 2.09 %y 2.78%.

A.1.3 Incertidumbre objetivo de homogeneidad y estabilidad: sin valores de referencia.

En algunas ocasiones, no se requieren valores de referencia sobre los materiales, por lo cual la obtencion de
una incertidumbre adecuada depende sélo de los términos de estabilidad y homogeneidad (ver numeral
2.4.6).

Por ejemplo, la guia ISO 13528 sugiere que la homogeneidad de un MR de referencia es apta si la

incertidumbre por homogeneidad es inferior al 30 % de la desviacion estandar del ensayo de aptitud (O ).
Por lo anterior y considerando que, para un ensayo de aptitud de residuos de plaguicidas, se establecen

O pt=Uméxima del ensayo’, S€ puede plantear que la Uthomo COrresponde a:

— 4 ,
UThmo= CeBXU 4 ima del ensayo Ec.A.4

Lo anterior implica, que una homogeneidad del 7.5 %.

En este sentido y considerando que para un material de referencia que no requiere un valor de referencia, la
incertidumbre viene dada por:

— 2 2
Upr= \/ Qi omo T Resta Ec.A-5

Se puede establecer que la incertidumbre objetivo asociada a estabilidad corresponde a:

L= 2 eyl A
UTesta= | |%Tmr™%Thom Ec.A-6

De esta maneray considerando la incertidumbre objetivo obtenida en Ec.A.1 para utmr Y la incertidumbre por
homogeneidad obtenida a partir de la expresion Ec.A.4 se tiene que |a Utesta=3.62 %.

En el ejemplo anterior, considere que los materiales de referencia empleados en un ensayo de aptitud
usualmente tienen tiempos de vida Util inferiores a los materiales de referencia certificados o los que se
emplean para control de calidad. Por lo anterior, posiblemente en la ISO 13528 dan mas importancia a la

5 Para este caso se empled la incertidumbre mdxima que la guia SANTE XXX establece, sin embargo,
se puede emplear: los resultados de la validaciéon del método (en condiciones de intra-
reproducibilidad o precisién intermedia) o la ecuacion de Hortwitz.




homogeneidad (7. 5%) que a la estabilidad (3.62%), por lo cual este esquema deber ser empleado con
precaucion.

A.1.4 Reportes de literatura
Una cuarta opcion para estimar la incertidumbre es realizar una revisidn en la cual se incluyan publicaciones

cientificas, reportes de materiales de referencia y en general literatura relacionada con la produccion de
materiales de referencia. En este sentido se recomienda revisar:

o Bases de datos de publicaciones, tales como Science direct, Springer, entre otras.

o Bases de datos de MR, como la de COMAR.

o Materiales de referencia producidos previamente como las de: JRC, INM, CENAM, NMIJ, entre otros.
(@]

Por otro lado, el anexo A4 relaciona algunos resultados obtenidos por el INM para la etapa de homogeneidad.

Por ejemplo, el Joint Research Center publica en su pagina web la siguiente informacion para el MRC ERM-
BC403- Cucumber [35]. Desde donde se podria establecer que una incertidumbre objetivo para la
homogeneidad de un MR de residuos de plaguicidas podria ser 5.11 %, la cual es la maxima incertidumbre que
ellos obtuvieron para este material. Es importante sefialar que esto aplicaria si el material que se produce
dentro del laboratorio tiene caracteristicas similares en cuanto a:

Tipo de procesamiento y envasado del material
Tipo de matriz

Tipo de analito

Concentracion del analito.

O O O O

Notese que se establecio una incertidumbre objetivo para homogeneidad empleando el valor mas alto de
incertidumbre y no el promedio de las incertidumbres. Lo anterior, se realizé considerando que se requiere
establecer una incertidumbre objetivo para un MR “in-house" y no un MRC.




Anexo 2: Estudio de uso

En el caso de materiales de referencia que puedan ser empleados multiples veces en un determinado periodo
de tiempo, se recomienda evaluar la estabilidad del MR bajo estas condiciones de uso. Para ello considere las
siguientes recomendaciones:

e Se debe tener claramente identificado el proceso de toma de submuestras, sellado y reapertura del
material a evaluar.

e Sise cuenta con el estudio de homogeneidad entre unidades y la Unomentre €5 Muy baja, se puede tomar
una sola unidad para realizar este estudio.

e Sedebe contar con un método acorde con las recomendaciones del numeral 2.3.4

e Serecomienda realizar el estudio a través de un disefio isdcrono.

e Evaluar unintervalo de tiempo razonable y que sea coherente con la cantidad disponible.

A continuacion, se da un ejemplo de como realizar este estudio para un material de referencia que contiene
cerca de 50 gy en la rutina se emplean cerca de 7 g para cada medicion.

e Setoman dos unidades al azar.
e Unadelasunidades se almacena en las condiciones de referencia seleccionadas, por ejemplo -20 °C.
e Lasegunda unidad se abrey se toma una alicuota de cerca de 8 g de acuerdo con las indicaciones o al
protocolo establecido.
e Sealmacenalaalicuota enlas condiciones de referencia, asegurandose que el recipiente sea hermético
y el material no se expondra a condiciones de humedad altas.
e Launidad abierta, se cierra nuevamente (de acuerdo con las indicaciones) y se almacena la unidad que
se abrio en las condiciones de almacenamiento, por ejemplo — 4 °C.
e Pasado un tiempo, por ejemplo 3 dias, se toma una nueva alicuota de la unidad abierta previamente y
se repiten los pasos ¢, d y e.
e Serepite el paso f hasta que el material se agote.
e Una vez se termine el MR, se retiran todas las alicuotas y la unidad almacenada en el literal b de las
condiciones de referencia.
e Semiden todas las alicuotas de acuerdo con el procedimiento seleccionado.
e Se realiza un analisis de regresion (respuesta o concentracion vs tiempo) para evaluar si existe una
tendencia significativa.
Nota 1: en el caso en que la regresion no sea significativa, se puede asumir que la incertidumbre
asociada a uso es igual a cero (Uyso= 0).
Nota 2: en el caso en que la regresion sea significativa se debe estimar la incertidumbre, de acuerdo
con las recomendaciones del numeral 2.4.




Anexo 3: Insumos sugeridos para la
preparacion de materiales de referencia
In-house

A.3.1 Equipos

O
O
O

O O O 0O O O O 0 O 0 O

Balanza analitica con resolucién minima de 0.1 mg

Balanza con division de escala minima de 0.01 g

Horno o estufa de secado convencional: horno de conveccion y de calentamiento eléctrico, con
capacidad de alcanzar 100 °C, de manera tal que permita controlar que la variacion de temperatura
durante el secado no exceda los 5 °C.

Extractor, licuadora o molino con cuchilla de fresada plana

Procesador de alimentos

Tamiz de 500 pmy 750 um

Batidora de pedestal con tazén y cuchillas metalicas

Cuchillo

Termohigrémetro

Ultra congelador

Refrigerador

Liofilizadora con capacidad suficiente

Cabina de flujo laminar

Cabina de extraccion

A.3.2 Materiales

O
O

o O O O

Recipientes de aluminio para secado

Recipientes plasticos con tapa, de capacidad suficiente para la preparacion y homogenizado del
material

Recipientes de vidrio, PTFE o PEAD, para la preparacion de las soluciones

Frascos plasticos ambar (deben ser irradiados con luz ultravioleta (UV)) con tapa.

Bolsas aluminizadas con selle hermético

Hielo seco

A3.3 Reactivos

O
O
O

Acetona

Agua ultrapura

Soluciones madre de plaguicidas preparadas a partir de estandares analiticos con pureza > 95%,
preparados en solvente adecuado para asegurar completa solubilidad

A3.4 Preparacion solucion conservante

La solucidn conservante corresponde a la mitad de la cantidad de pulpa fresca obtenida en un porcentaje del
70%, con una composicion de 10% de acido ascorbico y 0.1% de metabisulfito de sodio disueltos en agua
ultrapura.




Anexo 4: Incertidumbres por
homogeneidad para los MR in-house

Analito

Tabla A4.1. Incertidumbre por homogeneidad para los MR in-house preparados

Incertidumbre por homogeneidad (%)

Arroz Banano Café verde
Abamectin 0.336% 0.270% 0.501%
Acetamiprid 0.499% 1.032% 0.616%
Alachlor 0.612% 0.744% 0.209%
Azoxystrobin 2.978% 4.930% 0.255%
Benalaxyl 0.617% 1.504% 0.372%
Chlorpyrifos 0.887% 0.426% 0.396%
Difenoconazole 2.275% 3.476% 0.800%
Dimethoate 0.632% 1.742% 0.674%
Dimethomorph 0.302% 0.530% 0.640%
Flutriafol 1.785% 2.538% 0.335%
Malathion 2.881% 3.950% 0.191%
Methamidophos 0.639% 0.861% 0.513%
Monocrotofos 2.077% 3.415% 0.169%
Propamocarb 0.373% 1.301% 0.473%
Spirodiclofen 0.843% 1.092% 1.551%
Spiromesifen 0.225% 1.955% 1.538%
Spynosin-A 0.931% 1.225% 0.173%
Spynosin-D 0.261% 0.693% 0.428%
Tebucanozole 0.737% 1.822% 0.526%
Thiacloprid 0.807% 2.073% 0.989%
Thiamethoxam 0.398% 1.748% 0.723%
Trifloxystrobin 3.987% 3.907% 1.027%




Anexo 5: Deteccion de datos anomalos
usando ValidaR

El aplicativo ValidaR incorpora la prueba de Dixon y Grubbs para la deteccion de datos andmalos, y de manera
simultanea realiza la evaluacion del supuesto de normalidad de los datos, empleando las pruebas de Shapiro-

Wilk y Anderson-Darling.

A continuacion, se presenta un ejemplo de su uso para esta evaluacion empleando el siguiente conjunto de
datos:

e Copiary pegar los datos en el aplicativo en la seccion “Inicio, ingreso de datos”, usando una columna
para el grupo de datos de cada unidad.
Nota: la evaluacion puede ser realizada también sobre todo el conjunto de datos, empleando una

Unica columna.

“»0

Aplicativo validaR ...

Herramientas para la validacién de métodos quimicos cuantitativos

col! col2 col3 cold colS col6 col?7 col8 col9 col10 col1l col12 col13 coit
20754 21180 20502 20812 20167
20418 21182 20351 190986 20421
20981 21213 20724 20748 20428
20838 20021 20376 20300 20850
20504 20000 20261 20150 20151
20761 21250 20480 20149 20407
20592 20623 20483 20757
20407 20504 20698 20548 21337
20822 20168 20725 20506 20461

alalo

e Seleccionar la serie de datos a evaluar (columna) en la secciéon “Normalidad y datos anémalos” y nivel
de confianza a la que se verificara el supuesto de normalidad y la ausencia de datos anomalos, se
sugiere realizar esta evaluacion al 95% y/o 99% de nivel de confianza.



https://validar.inm.gov.co/validaR/

e Oprimir “Calcular pruebas estadisticas”, el aplicativo arrojara una salida con los resultados de las
diferentes pruebas de inspeccion de datos: supuesto de normalidad y ausencia de datos anomalas por

los enfoques de Grubbs y Dixon.

Resultados

Normalidad de los datos:

ia de ibles datos

Prueba de Shapiro-Wilk

La prueba de Shapiro-Wilk no encontré evidencia para
afirmar que la muestra estadistica no proviene de una
pobiacién con distribucion normal. a un nivel de confianza
del 95 %

Valor p de la prueba: 0.8315

onf 0
Conclusion: La muestra parece pertenecer a una
poblacion con distribucién normal

Prueba de datos anomalos de Grubbs para un unico dato

La prueba de Grubbs para un Gnico dato no
encontrd valores sospechosos de ser
1 anémalos a un nivel de confianza del 95 %

Valor p de la prueba 0.24333

Grifico dustratvo

Conclusion: No se detectaron datos anémalos.

Prueba de Anderson-Darling

La prueba de Anderson-Darling no encontré evidencia
para afirmar que la muestra estadistica no proviene de una
poblacion con distribucion normal, a un nivel de confianza
del 95 %

Valor p de la prueba: 0.81485

sticamente no significativos al nivel de

Conclusion: La muestra parece pertenecer a una

noblacian con distribucian normal

Prueba de datos anomalos de Grubbs para un dato en cada
extremo

La prueba de Grubbs para un dato en cada
extremo no encontro valores sospechosos de
1 1 ser anomalos a un nivel de confianza del 95 %

Valor p de I2 prueba: 0.49853
Gréfico dusirativo

dos estadisticamente no significativos al nivel de confianza

Conclusion: No se detectaron datos anomalos.

El aplicativo, presenta como resultados los valores de probabilidad para cada prueba y su respectiva
conclusion. Para el caso de los datos anomalos, la prueba de Grubbs evalUa dos datos anémalos en un extremo
o en cada uno los dos extremos de un grupo de datos, mientras que la prueba de Dixon evalua si el dato mayor
0 menor en un extremo en un grupo de datos resulta ser un dato anémalo.
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Anexo 6: Codigo para diseno de bloques
completamente al azar

# Instalar la libreria 'readx!' si no esta instalada
if ('require(readxl)) {
install.packages("readx!")

}

# Cargar la libreria 'readxl'
library(readxl)

# Ruta y nombre de archivo de Excel
ruta_archivo <- "ruta/del/archivo/datos.xlsx"

# Leer el archivo de Excel
datos <- read_excel(ruta_archivo)

# Realizar el ANOVA
modelo <- aov(Azoxystrobin ~ Botella + Bloque, data = datos)
resultado <- summary(modelo)

# Mostrar los resultados
print(resultado)
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