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INTRODUCCIÓN 

 Los plaguicidas son moléculas químicas utilizadas para prevenir, controlar o eliminar plagas 
y enfermedades en los cultivos, y son esenciales para la intensificación de la agricultura y 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 contribuyó al aumento de la producción 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 prácticas agrícolas a lo largo de toda la cadena de producción son 
algunos de los factores que han traído 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, políticas, 
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 límites máximos 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 más libres posible de residuos 
[6]. Estos niveles son fijados por diferentes organismos a nivel nacional, regional e 
internacional, según criterios científicos 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 Unión Europea, los LMR 
son establecidos por la Comisión Europea con el apoyo científico de la Autoridad Europea 
de Seguridad Alimentaria (EFSA)[5], [8], [9].  En el caso de Colombia, el Ministerio de la 
Protección Social es el responsable de definir esta regulación [10]. 
 
En este contexto, con el fin de verificar el cumplimiento de los LMR establecidos, se 
encuentran disponibles diversos métodos químicos que permiten la cuantificación o 
identificación de estos analitos en alimentos y piensos. Usualmente estos métodos miden 
de manera simultánea varios analitos a bajas concentraciones, por lo que, suelen ser 
complejos y contienen diferentes etapas como la homogenización, extracción, limpieza y 
análisis instrumental. Por lo anterior, y en concordancia con la norma ISO/IEC 17025, es 
preponderante, no sólo realizar un adecuado proceso de validación o verificación, 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, validación 
o verificación de los métodos, ensayos de aptitud,  estimación de la incertidumbre [12]–
[14]. Desafortunadamente  la oferta de MR o MRC es baja y la mayoría 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 características requeridas (matriz-analito-nivel de concentración), 
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sumado a otros inconvenientes de tipo logístico asociados a la importación de estos 
materiales. 
 
Por las razones mencionadas, una práctica conveniente es el uso de materiales de 
referencia producidos en el laboratorio conocidos comúnmente 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 validación 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 más fielmente 
posible las muestras de rutina, cuando se requiera controlar el error sistemático de 
laboratorio en condiciones de precisión intermedia o cuando no existe un MRC adecuado 
para la evaluación de las características de desempeño de los métodos. 
 
Por todo lo anterior, el objetivo de la presente guía es brindar un documento orientativo 
para los laboratorios que consideren preparar sus propios materiales de referencia 
relacionados con la medición de residuos de plaguicidas en alimentos.  Para la elaboración 
del presente documento, se  consideraron algunas de las herramientas de las Guías ISO 
80:2014 [18] e ISO 35 [19],  la NORMA ISO 17034 [20] , así como la experiencia del Instituto 
Nacional de Metrología en la preparación y caracterización de materiales de referencia en 
alimentos [21]–[23]. 
 
La presente guía se divide en tres secciones, en una primera, se brinda un marco conceptual 
(Capítulos 1 y 2), que incluye la producción de materiales de referencia y sus alcances en el 
control y aseguramiento de la calidad. En la tercera sección (Capítulo 3), se ilustra, mediante 
ejemplos prácticos, las diferentes etapas que se deben desarrollar en la preparación de 
materiales de referencia, para lo que se presentaran recomendaciones y aspectos prácticos 
que se documentaron durante la preparación de materiales de referencia in-house de 
residuos de plaguicidas en arroz, banano y café verde desarrollados en el INM. 
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1. MARCO CONCEPTUAL 
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1.1 DEFINICIONES SELECCIONADAS 
1.1.1 Definiciones generales 

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

 
Material de referencia caracterizado por un procedimiento metrológicamente 
válido para una o más propiedades especificadas 
acompañado de un certificado de material de referencia que provee un valor de la 
propiedad su incertidumbre asociada y una declaración de  trazabilidad metrológica 
[24]. 

 

 

 
Parámetro no negativo que caracteriza la dispersión de los valores atribuidos a un 
mensurando, a partir de la información que se utiliza [25].  
 

 
Valor máximo establecido que se determina teniendo en cuenta el uso previsto 
de una propiedad del material o lote de producción. Este límite superior 
representa la variabilidad esperada en las mediciones y proporciona una 
estimación confiable de la incertidumbre asociada al resultado final, asegurando 
así la calidad y precisión requeridas para su aplicación específica. 

 

 

 
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, 
procedimientos operativos estándar o manuales de calidad establecidos por la 
infraestructura de aseguramiento de la calidad [26]. 

 

 

 
 
 

Material de 
referencia 
certificado 

Material de 
referencia 

Incertidumbre de 
medición 

 

Incertidumbre 
objetivo 

Mensurando 

Control de calidad 
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1.1.2 Definiciones asociadas a los materiales de referencia 

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

 

Valor de una cantidad o propiedad, de un material de referencia, que se proporciona 
únicamente a título informativo [24]. 

 

 

  
Valor asignado a la propiedad del material de referencia, que está acompañado 
por la incertidumbre y trazabilidad metrológica establecida, identificado como 
tal en el material de referencia certificado [24].  
 

 

La mejor estimación del valor real proporcionado por el productor cuando no se 
han investigado a fondo todas las fuentes conocidas o sospechadas de sesgo 
[24]. 
 

 

 
 

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

 

Característica de un material de referencia, cuando es almacenado bajo 
condiciones específicas, para mantener un valor especificado de la propiedad 
dentro de los límites establecidos por un periodo de tiempo determinado [24]. 
 

 

 

 
Intervalo de tiempo durante el cual las propiedades de MR conservan sus valores 
asignados dentro de sus incertidumbres asociadas [24]. 

 

 
 

Valor certificado 

Valor indicativo 

Caracterización 

Valor de 
referencia 

Homogeneidad  

Estabilidad 

Periodo de validez 
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1.1.3 Definiciones asociadas a la producción de los MR 

 

Uniformidad de un valor de propiedad especificado entre unidades de un lote de 
producción [19].  

 

Uniformidad de un valor de propiedad especificado dentro de cada unidad de 
un material de referencia [19]. 

 

 

  
Valor asignado a la propiedad del material de referencia, que está acompañado 
por la incertidumbre y trazabilidad metrológica establecida, identificado como 
tal en el material de referencia certificado [24].  
 

 
Límite inferior de la cantidad de un MR, generalmente expresado como una 
cantidad de masa o volumen, que se puede utilizar en un proceso de medición 
de modo que los valores o atributos expresados en la documentación del MR 
correspondiente sean válidos [19]. 
 

 

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

período de tiempo y las condiciones esperadas en el transporte del MR hasta el 
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 período 
prolongado de tiempo [19] 
 

 

 

 
Cantidad definida de material producido durante un solo ciclo de fabricación, y 
destinado a tener características y calidad uniformes [14]. 

 

 

Homogeneidad 
dentro de unidades 

Valor certificado 

Cantidad mínima de 
muestra 

Estabilidad a corto 
plazo 

Estabilidad a 
largo plazo 

Lote de producción 

Homogeneidad entre 
unidades 
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1.2 ASEGURAMIENTO Y CONTROL DE LA CALIDAD DE 
LAS MEDICIONES  

 El aseguramiento de la calidad es el conjunto de actividades planeadas y sistemáticas que 
se realizan para brindar confianza al cliente [27], [28]. En el caso específico de los 
laboratorios de ensayo, el objetivo del aseguramiento de la calidad es garantizar que los 
resultados analíticos sean válidos 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 desempeño del laboratorio, por lo que el análisis continuo de la calidad de la 
información 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 acreditación contribuye a 
asegurar que los procedimientos son aptos para el propósito. Sin embargo, la naturaleza de 
la medición incluye la ocurrencia de errores aleatorios y sistemáticos, por tanto, la 
validación, verificación y el uso de controles de calidad en el tiempo, permiten asegurar que 
la calidad de los resultados sigue siendo apta para el propósito, así las cosas, el rol de la 
gestión 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]. 

 
Figura 1.  

Actividades de 
aseguramiento de la 

calidad de acuerdo con la 
norma ISO/IEC 17025 
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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 
específico de muestras [29]. Las prácticas y medidas de control de calidad pueden 
y deben estar presentes incluso cuando otras actividades de aseguramiento de la 
calidad no están (totalmente) implementadas, por ejemplo, durante las etapas de 
desarrollo y validación de los métodos.  
 
Los controles de calidad se clasifican en externos e internos, los primeros consisten 
en la participación frecuente en ensayos de aptitud u otros esquemas de 
comparación Inter laboratorio. Los segundos consisten en actividades que realiza 
el laboratorio de manera autónoma y usualmente al interior de sus instalaciones, 
por ejemplo, reensayo de ítems, empleo de cartas de control, entre otros [30]. A 
continuación, se discutirán 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 análisis químico implica la evaluación 

continua y crítica de los métodos analíticos y rutinas de trabajo propios del laboratorio, 
abarca todo el proceso analítico que comienza con la entrada de la muestra al laboratorio y 
finaliza con el informe de los resultados. 
 
La evaluación de la calidad de los datos obtenidos a través de la medición se basa en tres 
pilares: 

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

ii. Que se hayan obtenido mediante métodos validados y que los parámetros de 
desempeño del método analítico y la incertidumbre de los resultados permitan el 
cumplimiento del propósito. 

iii. Que la incertidumbre estimada en la validación no varíe significativamente en el 
tiempo de manera que siga cumpliendo con el requisito establecido para la 
aplicación del método de medición a las muestras de ensayo. 

 
Por lo anterior, el control de calidad es fundamental en las mediciones analíticas para 
asegurar que los factores o condiciones que afectan la medición y, en consecuencia, la 
incertidumbre del resultado, son estables durante largos periodos de tiempo y se puedan 
comparar o actualizar respecto a la validación 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 análisis pretende, en su 
forma más elemental, hacer un seguimiento de la precisión del método en condiciones de 
repetibilidad e intermedias, como parámetro que describe que la dispersión de los datos 
obtenidos en el análisis se mantiene en intervalos aceptables previamente definidos para el 
cumplimiento del propósito de la medición. Un control de calidad más completo incluiría 
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también el seguimiento al sesgo analítico para lo que se requeriría 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 químicas de muestras o 
conjuntos de muestras, se tienen diferentes tipos de materiales entre los cuales se 
encuentran: diferentes tipos de blancos, soluciones estandarizadas (de verificación), 
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 analítico. 

 
 

Figura 2.  
Esquema del uso de 

controles de calidad a lo 
largo del proceso de 

análisis químico 
 

 

 En el desarrollo, validación y seguimiento en rutina de los métodos analíticos, 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 revisión constante de 
los procesos de preparación 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 más 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 propósito de las mediciones de rutina. Estos 
últimos se conocen como materiales de referencia in-house, el adjetivo in-house denota que 
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su fabricación 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 medición dan cuenta del desempeño del método en las 
diferentes etapas, por tanto, permite verificar que los procedimientos se encuentran en 
control estadístico y que la incertidumbre de los resultados permanece dentro de los 
parámetros establecidos. La guía ISO 80, guía para la preparación interna de materiales de 
referencia para el control de calidad (MCC) [17], [18], presenta aspectos relevantes de la 
preparación de estos materiales en general. 
 
En el caso del análisis 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 opción preferida para evaluar 
el desempeño de los métodos es el uso de los MRC, las muestras de control de calidad (MR 
in-house) constituyen una alternativa apropiada, además el documento fomenta el 
intercambio de estos materiales entre laboratorios con el fin de hacer una revisión de la 
veracidad del valor y fortalecer la herramienta. No obstante, es importante recordar que los 
MR in-house no constituyen un reemplazo de los MRC y no proveen trazabilidad 
metrológica al resultado de la medición. 
 
Siendo el objetivo de este documento exponer las ventajas y alcances de la preparación y 
uso de los MR in-house particularmente en la medición de residuos de plaguicidas, se 
exponen a continuación aspectos del uso de este tipo de materiales en la rutina de análisis. 
 

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

 Es ampliamente reconocido que, en la rutina de análisis, las muestras se someten a 
condiciones que pueden promover la degradación. La guía SANTE [31], propone que las 
muestras sean analizadas inmediatamente se reciben, sin embargo, en la práctica 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 químicas, enzimas propias del 
alimento, la alteración del pH y el aumento de la temperatura, constituyendo condiciones 
propicias para la degradación y modificaciones de la composición química de la muestra. 
Por lo anterior, el uso de muestras de control en matriz (fortificadas o contaminadas 
naturalmente) es esencial. 
 
Una práctica reconocida en el análisis de residuos de plaguicidas es emplear muestras 
testigo o control para incluirlas en la rutina y hacer un seguimiento del desempeño del 
método analítico, desde la preparación y la extracción. Adicionalmente, se realiza el 
seguimiento constante de los porcentajes de recuperación, analizando una muestra 
fortificada con los analitos de interés y comparando el valor fortificado con el valor 
obtenido.  
 
La guía SANTE [31] enfatiza en la importancia de la determinación de la recuperación en el 
nivel de reporte y en los límites máximos permitidos para los plaguicidas de interés. Los 
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resultados de esta recuperación se consideran aceptables en el intervalo entre ± 2RSD de la 
recuperación 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 situación en el momento de cada análisis 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 desempeño del laboratorio. 
Por otra parte, acerca del seguimiento de las recuperaciones en rutina, la guía menciona 
que, idealmente se debería incluir a todos los analitos en el alcance ó, como mínimo, el 10% 
de estos en cada lote, al nivel de LOQ o del límite de reporte, y reitera la importancia de 
verificar que durante el tiempo de los análisis el método siempre conserva un buen 
desempeño en el límite de reporte.  
 
El uso de los MR in-house brinda la posibilidad de tener una mejor perspectiva de la realidad, 
usando su valor indicativo como referencia para el cálculo de las recuperaciones o bien 
empleándolo directamente como línea media en las cartas de control, lo que permite 
evidenciar anticipadamente la presencia de errores sistemáticos sostenidos en el tiempo y 
tomar acciones de investigación preventivas, además, el diseño de un MR in-house con 
plaguicidas a nivel del LMR y/o el Límite de reporte representa una oportunidad para 
realizar un seguimiento integral del desempeño del método. 
 
El valor indicativo del MR in-house puede hallarse según lo estipulado en la guía 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 más exacto usando dos técnicas 
independientes y combinar los resultados (numeral 2.5). 
 
Desde el punto de vista cualitativo, el control también es importante. La guía SANTE, 
recomienda revisar el sistema en cuanto a la ionización en el espectrómetro de masas y da 
pautas para considerar la correcta identificación de los plaguicidas de interés, mediante los 
iones moleculares y/o la relación de intensidades de estos. Siendo el sistema de ionización 
esencial en el análisis, un MR in-house puede diseñarse de manera que, no solo sirva 
propósitos cuantitativos, sino también cualitativos, facilitando en rutina la correcta 
identificación de los plaguicidas, además, su uso continuo permitiría la identificación de 
cambios en la sensibilidad instrumental a través del tiempo, facilitando la investigación de 
anomalías en los resultados. En la Figura 3 se presenta un diagrama con las aplicaciones 
generales de un MR in-house. 
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1 Siempre y cuando el analista no haya participado de la producción del MR y no conozca el valor de la propiedad asignado.  

2 Mejor calidad de su estimación con caracterización por dos técnicas 
 

Figura 3. Diagrama de aplicaciones de un MR in-house 
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2. GENERALIDADES EN LA PRODUCCIÓN 
DE MATERIALES DE REFERENCIA  
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INTRODUCCIÓN 
 

  
En el pasado, la certificación de materiales de referencia se entendía en gran parte como un 
proceso de asignación de valor a un material. Se hizo poco hincapié en características como 
la homogeneidad o la estabilidad por lo que no se realizaban muchos esfuerzos para incluir 
los efectos de la heterogeneidad y la degradación de los analitos en la incertidumbre del 
MRC, incluso si se sugería. Sin embargo, la creciente necesidad de generar mejores 
referencias ha llevado a que sea necesaria la inclusión de diferentes etapas que permitan 
garantizar no sólo la calidad del producto, sino asegurar la eficiencia, la disponibilidad de 
recursos y de personal, así como la inclusión de otras fuentes relevantes dentro del 
presupuesto de incertidumbre y no solo la debida a la caracterización del material. La Figura 
4, presenta un esquema general del proceso de producción de materiales de referencia 
(MR). 
 

 
Figura 4. Etapas generales en la producción de MR 
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2.1 PLANEACIÓN DE LA PRODUCCIÓN 
 En general la producción de un MR inicia desde la planeación de esta, etapa en la cual, 

básicamente el material es concebido para suplir una necesidad y se determina la viabilidad 
del proyecto, al soportar el cumplimiento de requisitos técnicos y de gestión mínimos.  
Para el caso puntual de los MR in-house, no es requerida una planeación tan estricta como 
para un MR que es producido bajo los lineamientos de la NORMA ISO 17034 [20]. Sin 
embargo, de acuerdo con la Guía ISO 80 [18] la primera etapa en la producción de un 
material de este tipo es su especificación; consiste en establecer el propósito y el alcance 
que se pretende cubrir, dentro del esquema de aseguramiento de la calidad de los 
resultados, resultando crítico la definición del tipo de matriz y su procesamiento, así como 
las propiedades de interés con sus valores, de modo tal, que se obtenga un material 
representativo que permita evaluar el desempeño de los métodos cubriendo dos aspectos 
esenciales: 
 

• La preparación de las muestras comprendiendo extracción, limpieza, secado, 
reconstitución, derivatización, etc. 

• La medición instrumental de la propiedad en la muestra preparada por una 
técnica adecuada. 

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

2.1.1 Selección de matrices representativas 

 Durante el análisis de residuos de plaguicidas y contaminantes en alimentos, es importante 
seleccionar correctamente los materiales de referencia (MR) que representen las 
propiedades fisicoquímicas 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 selección, se presentan dos enfoques útiles: la 
clasificación de alimentos representativos OCDE/SANTE y el triángulo alimenticio de la 
AOAC. 

i) Clasificación de alimentos representativos OCDE/SANTE: 
 

La DG SANTE de la Comisión Europea ha desarrollado guías actualizadas sobre 
validación de métodos analíticos de residuos de plaguicidas en alimentos. 
Basándose en las directrices de la OCDE, el documento orientativo de SANTE 
(SANTE 11312:2021) clasifica los alimentos y piensos en 10 categorías con 
productos típicos y representativos en cada una. A continuación, se muestran 
algunos ejemplos en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Clasificación y matrices representativas según SANTE [31] 

 



 

 

 
23 

  
ii) Triángulo de clasificación de alimentos de la AOAC 

 
La AOAC desarrolló un modelo para la clasificación de los alimentos en grupos 
de composición fisicoquímica similar, con base en los niveles relativos de grasas, 
proteínas y carbohidratos en base seca, organizados en un triángulo 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 ofrecerán retos analíticos similares. Aunque, el triángulo de clasificación 
de alimentos de la AOAC fue concebido inicialmente para el análisis de 
nutrientes, su alcance se extiende a la selección de matrices apropiadas para 
usar en la preparación de materiales de referencia, muestras fortificadas y 
blancos de matriz.  
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Figura 5. Triángulo de clasificación de alimentos de la AOAC (adaptado de [26]) 
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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 aplicación de los métodos de medición 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 
propósito, las propiedades del MR in-house sean lo más similares a las condiciones en las 
muestras de ensayo o permitan llevar un control de los parámetros de desempeño de los 
métodos de medición. Sin embargo, para el caso particular de la medición de residuos de 
plaguicidas en alimentos resultaría casi que imposible poder cubrir todas las moléculas de 
interés. Así, para conseguir la especificación de un MR in-house de residuos de plaguicidas 
viable, se ofrecen las siguientes recomendaciones: 
 

• Mínima cantidad de analitos: de acuerdo con la recomendación del 
documento Sante 11312 [31], para la verificación de veracidad en rutina, se 
evalúa al menos un 10% de los analitos del alcance por sistema de detección.  

 
• Naturaleza de los analitos: es de esperar que los analitos seleccionados 

representen diferentes características, tales como: naturaleza química 
(orgánica, inorgánica o mixta), familia química, método de preparación (p.e 
single o multiresiduos), técnica de medición (p.e LC-MS o GC-MS), propiedades 
fisicoquímicas, entre otras. Es deseable que los analitos seleccionados 
presenten altas estabilidades para que el MR in-house tenga un tiempo 
prudente de vida útil. 

 
• Propiedades fisicoquímicas de los analitos: En general se pueden considerar 

dos parámetros importantes: la masa molecular y la polaridad, representada 
esta última por el pKOW. En este sentido, se puede seguir la clasificación usada 
por el Grupo de Trabajo de Análisis Orgánico-OAWG del Comité Consultivo para 
la Cantidad de Sustancia-CCQM del BIPM [32], [33], que básicamente agrupa 
los analitos dentro de cuatro clases principales:  
 

 
 

• Nivel de concentración: de acuerdo con la recomendación del documento Sante 
11312 para el ejercicio de verificación de recuperación, el nivel de concentración 
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 
crítico para las muestras analizadas o del mismo desempeño de los métodos.  
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2.2 MUESTREO DE LOTES DE MATERIALES DE 
REFERENCIA 

 
 El muestreo es determinante para asegurar que los estudios que se realizan al material 

(homogeneidad, estabilidad, caracterización o monitoreo) son representativos y que las 
conclusiones que se obtienen son válidas y extensivas a todo el lote producido.  Sumado a 
lo anterior, un muestreo adecuado permitirá evaluar diferentes características de manera 
simultánea, lo que a su vez permite reducir los costos y tiempos de análisis. Por ejemplo, 
algunas recomendaciones que se realizan para realizar el muestreo en la evaluación de la 
homogeneidad de lotes recomiendan que para un stock que comprenda "n" unidades 
individuales de material, el número de unidades que se analizará para determinar la 
homogeneidad debe ser tres veces la raíz cúbica de "n".  Lo anterior implica que para una 
producción de 600 a 1000 unidades esto equivale a evaluar entre 27 y 30 unidades, las cuales 
se deben evaluar como mínimo por duplicado. Esto representa un esfuerzo analítico 
considerable que requerirá mucho tiempo y dinero.  
 
Un estudio del impacto de reducir el número de unidades seleccionadas para la evaluación 
de la homogeneidad de un MR in-house concluyó que, en ciertas circunstancias, 10 unidades 
analizadas por duplicado eran suficientes. Por lo tanto, para la preparación de un MR in-
house, puede haber margen para ahorrar costos al reducir el número de unidades 
seleccionadas para las pruebas de homogeneidad, aunque esto debe evaluarse caso por 
caso. 
 
La guía ISO 35 recomienda tres tipos de muestreo, los cuales se emplean en otra etapa del 
proceso de producción, estos tipos de muestreo se presentan en la Tabla 2.   
 

Tabla 2.  
Tipos de muestreo 

recomendados en la guía 
ISO 35 

 

 
  

A continuación, 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 selección 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 producción de materiales de referencia, usualmente cada una de las unidades se 
enumera al inicio de la producción, es decir durante o posterior a la etapa de envasado y a 
partir de esta numeración se puede realizar el muestreo aleatorio, en la práctica esto se 
puede realizar de la siguiente manera:    
 

i. Determinar el número total de unidades que tiene el lote (N), por ejemplo 
100.  

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

iii. Numerar lo individuos de 1 a N. 
iv. Asignar a cada una de las unidades un número aleatorio, puede ser 

empleando un generador de números aleatorios. 
v. Seleccione el número de unidades al azar (n), por ejemplo, tomando los 10 

más altos o más bajos números aleatorios. 
vi. Nota: el método elegido debe de asegurar que en cualquier fase de la 

obtención 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 estratificación se realiza después del muestreo, las proporciones 
especificadas no se conocerían de antemano. En la práctica, este tipo de muestreo se puede 
realizar de la siguiente manera:  
 

vii. Determinar el número total de unidades que tiene el lote (N), por ejemplo 
100.  

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

ix. Numerar lo individuos de 1 a N. 
x. Establezca la división de la población (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 números aleatorios. Por 
ejemplo, se selecciona la unidad 17.  

xii. Posteriormente, seleccione las siguientes unidades sumando K de manera 
consecutiva al número de la primera unidad, por ejemplo, las siguientes 
unidades de este ejemplo corresponderían a 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97 y 7.   
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La selección 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 sistemática de cada k-ésima unidad. 
 

2.2.3 Muestreo Aleatorio Sistemático 

 Este tipo de muestre corresponde a una variante del muestreo sistemático 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 sólo una unidad al azar se toman las 10 unidades al 
azar, dentro de los diferentes estratos.  
 
A continuación, se describe de forma general el procedimiento a seguir para un muestreo 
aleatorio sistemático tomando como ejemplo un lote de 100 unidades. 
 

i. Establecer el tamaño del lote (N = 100).  
ii. Definir el número de unidades a seleccionar, por ejemplo 10. 

iii. Calcular el tamaño del intervalo (K) o el tamaño de cada estrato: 
 

                                K=N/n 
 

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

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

vi. A través de un generador de números aleatorios (números 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.  

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

viii. Nuevamente a través de un generador de números aleatorios (números de 
1 a 10), seleccione la segunda unidad al azar. 

ix. Repita el proceso dentro de los diferentes estratos hasta que obtenga el 
número total de unidades que requiere (n). 
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2.3 EVALUACIÓN DE LA HOMOGENEIDAD 
 Usualmente, debido a la complejidad de su producción, 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 producción se deben tomar acciones para lograr una 
homogeneidad adecuada, y posteriormente, evaluarla y demostrar su adecuación 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 
variación 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 variación 
que la propiedad puede tener entre cada una de las unidades.  Desde otra perspectiva, la 
homogeneidad de un material también se refiere a la variación 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 
medición, por lo cual es necesario conocer cuál es la variación asociada a este submuestreo 
dentro de la unidad. La Figura 6, ilustra los dos tipos de variación. 
 

Figura 6. Representación 
de la homogeneidad 

dentro de unidades y 
entre unidades 

 

 
 Siempre que se prepare un lote de materiales de referencia, la evaluación de la variación 

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 evaluación de la homogeneidad en el interior de cada unidad (heterogeneidad dentro de 
la unidad) aplica siempre y cuando el material tenga características que pueden afectar la 
variación de la propiedad de interés conforme se toman diferentes alícuotas, por ejemplo, 
emulsiones, sólidos, coloides, entre otros.  
Adicionalmente, para los materiales que pueden presentar un cierto grado de 
heterogeneidad dentro de la unidad es necesario establecer la mínima cantidad de muestra 
que se puede tomar, de tal manera que se asegure que las propiedades evaluadas cumplen 
con lo establecido en la documentación final del material de referencia. En términos 
prácticos, la homogeneidad o heterogeneidad de un material de referencia se expresa en 
términos de incertidumbre (uhom), la cual puede contener los siguientes componentes:  
 

• Incertidumbre entre unidades (uentre) 
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• Incertidumbre dentro de la unidad (udentro) 
 

Una vez se estiman estos componentes, uhom se puede estimar a través de la siguiente 
expresión:  
 

 Ec.1 
 

 
2.3.1 Generalidades 

 
 El concepto de homogeneidad es relativo, pues el nivel requerido de homogeneidad1 de un 

MR in-house depende de diversos factores como: (i) la aplicación o el uso del material, por 
ejemplo, si se requiere un material para controlar la precisión o el sesgo de un método; (ii) 
el tipo de análisis, cuantitativo o cualitativo y (iii) la comprensión de la variación esperada 
de la cantidad de muestra utilizada en el proceso de medición 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 medición del proceso 
de medición que se espera controlar con el MR in-house.  En términos prácticos lo anterior 
implica que, si la incertidumbre del proceso de medición que se desea controlar a través del 
MRC corresponde a umedi, la incertidumbre asociada a la homogeneidad o heterogeneidad 
(uhom) del material deberá ser mucho menor. 
 
Según establece la Guía ISO 80, para ciertas matrices de MRs in-house, como soluciones 
líquidas que se han preparado mediante procedimientos que involucran filtración (para 
eliminar partículas) y solubilización completa, en principio, no es necesario realizar una 
evaluación formal de homogeneidad. Dichos materiales pueden considerarse formalmente 
como intrínsicamente homogéneos. No obstante, debido al riesgo de contaminación 
cruzada (por ejemplo, introducido por el envasado) o subdivisión imperfecta, se 
recomienda realizar un estudio de homogeneidad. 
 
Por otro lado, la Guía ISO 80 establece que para matrices complejas como alimentos, suelos 
y matrices sólidas que son inherentemente heterogéneas, es indispensable llevar a cabo un 
estudio más exhaustivo de evaluación de la homogeneidad. Para ello, es indispensable que 
se elija un número 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 científica o en experiencias previas de que ciertas propiedades exhiben 
un comportamiento similar o se sabe que tienen una fuerte tendencia a la distribución 
homogénea en la muestra. 
 
La Figura 7 presenta los pasos generales que se realizan en un estudio de homogeneidad.  

 
1 Comúnmente, este criterio se denomina incertidumbre objetivo (uobj) . 
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Figura 7.  
Pasos generales para la 

evaluación de la 
homogeneidad de un MR 

in-house 
 

 
  

A continuación, se presentarán algunas generalidades y recomendaciones para el 
desarrollo de cada de estas etapas, a excepción de la etapa relacionada con el muestreo la 
cual se presentó en el numeral 2.2. 
 

2.3.2 Recomendaciones previas al estudio de 
homogeneidad 
  

La Guía ISO 35 brinda algunas recomendaciones para la evaluación de la homogeneidad y 
brinda detalles completos y ejemplos de enfoques recomendados para el diseño de 
estudios de homogeneidad y el tratamiento estadístico de los datos de homogeneidad. A 
continuación, 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 sistemáticos (ver numeral 2.2.3). 
• El número de unidades necesario para el estudio de homogeneidad depende del 

número total de unidades producidas (ver numeral 2.3.3) 
• Se deben emplear métodos analíticos validados con un grado suficiente de 

repetibilidad y selectividad (ver numeral 2.3.4). 
• Realizar las mediciones empleando un diseño experimental adecuado (ver numeral 

2.3.5). 
• No se recomienda descartar datos únicamente con base en criterios estadísticos o 

sin una causa técnica justificable. 
• Llevar a cabo estudios de tendencias (ver numeral 2.3.7)  
• Llevar a cabo un análisis estadístico apropiado para estimar la incertidumbre por 

homogeneidad del material (ver numeral 2.3.8).  
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2.3.3 Selección del número de unidades 

 Los estudios de homogeneidad para propiedades cuantitativas suelen tener por objeto 
proporcionar información 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 número de unidades que se empleen debe ser 
suficiente para obtener una estimación razonable de la varianza entre unidades, y permitir 
lograr una visión clara de las posibles tendencias presentes dentro del lote.   
 
En este sentido, con el propósito 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 expresión para la determinación del número de 
unidades: 
 

 
Ec.2 

 
Donde N corresponde al número 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:  
 

 
Ec.3 

  

 Ec.4 
 
Por otro lado, si se trata de materiales de referencia de tipo cualitativo, se recomienda que 
este número de unidades sea superior, para lo cual se puede emplear la siguiente expresión: 
 

 
Ec.5 

 

Donde  corresponde al máximo límite de no conformidades o inconformidades (por 
ejemplo, para un 5% de inconformidades a en la ecuación corresponde a 0.05). La Figura 8 
se presenta una gráfica que puede ayudar a seleccionar el número de unidades. 
 

Figura 8.  
Número de unidades 

recomendado para MR 
de tipo cualitativo 
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2.3.4 Selección del método de medición 

 Con el propósito de llevar a cabo una adecuada evaluación de la homogeneidad, resulta 
conveniente seleccionar un método analítico que proporcione la mayor precisión posible 
(𝑆𝑟), o por lo menos que se tenga un buen conocimiento acerca de esta propiedad.  En este 
sentido, la Guía ISO 35 recomienda que la precisión del método (𝑆𝑟) debe ser menor o igual 
a un tercio de la incertidumbre objetivo (uobjetivo). 
 

 
Ec.6 

 
El Anexo 1, brinda algunos ejemplos que sirven de guía para el establecimiento de la 
incertidumbre objetivo de un material. Por otro lado, el Anexo 4 presenta algunas de las 
incertidumbres obtenidas en la evaluación de homogeneidad de materiales de referencia 
in-house por parte del Instituto Nacional de Metrología, los cuales pueden servir de 
referencia. 
 
A continuación, se describen otras consideraciones que resultan útiles para seleccionar el 
método de medición con el que se evalúa la incertidumbre: 
 

• Si se tiene la posibilidad de tener a disposición diferentes métodos, se debe 
seleccionar el método que tenga la mejor precisión. 

• Se recomienda verificar que el método disponible sea lo suficientemente sensible 
para detectar la variación que se espera (uobjetivo por homogeneidad). 

• En el caso que el método de medición 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 número de réplicas (ri). 
 

 

 
Ec.7 

 
 

 

2.3.5 Selección del diseño de experimentos 

 Una adecuada selección del diseño de experimentos es crucial para realizar un estudio de 
homogeneidad eficiente. Esta selección, depende de múltiples factores dentro de los que 
se encuentran: la estabilidad del sistema de medición, la complejidad de la medición, los 
costos, entre otros.  
 
De manera general, durante la evaluación de la homogeneidad de un MR in-house, se realiza 
una comparación estadística entre la dispersión de las observaciones en varias unidades de 
un lote de MR in-house con la dispersión asociada a al proceso de medición, lo anterior con 
el propósito de determinar la desviación estándar entre unidades y posteriormente la 
respectiva incertidumbre. Es así como, para obtener la mejor estimación posible de la 
incertidumbre entre unidades (uentre), durante el estudio se debe:  
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i. Opción 1: realizar todas las mediciones de homogeneidad para una 
propiedad dada en una sola secuencia de medición, o 

ii. Opción 2: usar un diseño experimental que permita la estimación separada 
de las varianzas dentro de la secuencia, entre secuencias y entre unidades. 

 
De manera general, los diseños más útiles para este propósito son los diseños 
completamente al azar (para la opción 1) o de bloques aleatorios simples y los diseños 
anidados balanceados (para la opción 2). En la Tabla 3 se describen los aspectos relevantes 
de estos diseños experimentales: 

 
Tabla 3. Características ventajas y desventajas de los diseños de experimentos recomendados en ISO 35. 
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2.3.6 Ejecución del estudio de homogeneidad 

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

• Incluir controles que permitan evaluar si existe algún tipo de contaminación durante 
las etapas de procesamiento y medición de las diferentes unidades. 

• Aleatorice todos los experimentos. 
• Evite incluir dentro de la secuencia de medición muestras de clientes u otro tipo de 

experimento. 
• Registre el orden de medición (incluyendo extracciones y limpiezas), así como el de 

medición 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.  
• Incluya controles que le permitan evaluar la deriva, precisión y en general el 

comportamiento del instrumento a lo largo del experimento. 
 
El capítulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo práctico para la elaboración de las secuencias 
de medición en este tipo de estudios. 
 

2.3.7 Estudio de tendencias 

 Los análisis de tendencias permiten identificar si existen problemas durante las etapas de 
preparación/envasado o durante la etapa de medición. A continuación de explican cada uno 
de estos análisis. 
 

 a. Análisis de tendencias de preparación 
 Este análisis se debe realiza con el propósito de detectar si la propiedad de interés varía en 

función del orden de envasado. Lo anterior, sirve como herramienta para evidenciar que los 
procesos de reducción de contaminación cruzada, estabilización del material y en general 
el proceso de preparación del material de referencia fue el adecuado. Para realizar esto se 
puede seguir el siguiente proceso:  
 

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

ii. Construir una gráfica de estos valores en función del número de unidad. 
iii.  Revisar si se puede apreciar algún tipo de tendencia a lo largo de todo el 

intervalo de la ordenada o quizás en algunas secciones, por ejemplo, en las 
últimas cinco unidades o las primeras cinco.  

iv. En el caso de no observar ninguna tendencia, confirme esto a través de un 
análisis de regresión.  

Nota: la guía ISO 35 [19]sugiere que se realice un análisis de regresión lineal, pero 
dependiendo del comportamiento obtenido se pueden emplear otros modelos. 
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 b. Análisis de tendencias de medición 
 Este análisis se debe realizar previo a la estimación de la incertidumbre de medición, pues 

a través de este se puede detectar si el instrumento presentó algún tipo de deriva que 
posteriormente pueda llevar a una subestimación o sobreestimación de la incertidumbre 
de medición. Para realizar esto se puede seguir de manera general el siguiente proceso:  
 

i. Estimar los valores de concentración o de respuesta instrumental 
(corregida por efectos de las operaciones gravimétricas volumétricas). 

ii. Construir una gráfica de estos valores en función del número de medición. 
iii.  Revisar si se puede apreciar algún tipo de tendencia a lo largo de todo el 

intervalo de la ordenada o quizás en algunas secciones, por ejemplo, en las 
últimas 20 mediciones o las primeras.  

iv. En el caso de no observar ninguna tendencia aparente confirme esto a 
través de un análisis de regresión.  
Nota: la guía ISO 35 [19] sugiere que se realice un análisis de regresión 
lineal, pero dependiendo del comportamiento obtenido se pueden 
emplear otros modelos. 

 
Para el caso de análisis de tendencia de medición, en el caso en que se tengan controles 
durante la secuencia de medición, por ejemplo, un MRC que se mide periódicamente, se 
puede realizar el análisis de tendencia de medición a través de las observaciones obtenidas 
de este. 
 

2.3.8 Estimación de incertidumbre por homogeneidad 

 La guía ISO 35 [19] sugiere emplear el ANOVA para estimar la incertidumbre de 
homogeneidad de los materiales. A continuación, la Tabla 4 da un resumen de cómo realizar 
dicha estimación. 
 

Tabla 4.  
Resumen de estimación 

de incertidumbre entre y 
dentro de unidades con 

los diferentes diseños 
experimentales. 

 
  

Por otro lado, en el caso en el cual el cuadrado medio residual (CMRESIDUAL) sea mayor que el 
primer término y se produzca una incertidumbre indeterminada, es necesario emplear la 
siguiente ecuación para determinar la uhom. 



 

 

 
37 

 

 

Ec.8 

 
Donde 𝜐𝐶𝑀𝑅𝐸𝑆𝐼𝐷𝑈𝐴𝐿 corresponde a los grados de libertad del CMERESIDUAL. 

 

Para más información acerca de las consideraciones prácticas de los diseños se recomienda 
consultar la guía ISO 35 [19]. 
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2.4 EVALUACIÓN 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 límites especificados durante determinado 
tiempo cuando es almacenado, o transportado bajo condiciones específicas, es decir, los 
MR deben ser lo suficientemente estables para su uso previsto, de modo que el usuario final 
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 más de una 
ocasión. 
 
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, (ii) el 
material puede ser transportado en condiciones “extremas” y (iii) el material puede ser 
utilizado repetidas veces después de abierto, lo cual sólo aplica para los materiales de 
múltiples usos. En la práctica, lo anterior implica que para estimar la incertidumbre (uest) 
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 
expresión:  
 

 
Ec.9 

 
Donde ulp corresponde a la incertidumbre a largo plazo, ucp corresponde a la incertidumbre 
a corto plazo o condiciones de transporte y uuso corresponde a la incertidumbre asociada al 
uso del material (después de abierto).      
 
Es importante resaltar que, si el material producido no se retirará de las instalaciones, es 
decir no se someterá a condiciones de transporte, en principio no es necesario realizar este 
estudio, por lo cual la anterior expresión se simplifica a:  
 

 
Ec.10 

 
Por otro lado, como se comentó previamente, en el caso en que la presentación 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 

  
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 cambian   siguiendo cinéticas de 
orden cero durante largos periodos; otros pueden sufrir cambios rápidos autocatalíticos o 
menos predecibles después de un período de estabilidad y, otros pueden cambiar 
rápidamente durante un período 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 más de las propiedades 
cambien inesperadamente durante la vida útil de un material de referencia, teniendo 
incluso como consecuencia la inviabilidad del material a causa de su inestabilidad. Por lo 
cual, la realización de los estudios de estabilidad es indispensable en la producción de un 
MR. La Figura 9 presenta un esquema general del estudio de estabilidad, la cual aplica para 
cualquiera de los estudios (corto, largo o uso). 
 

Figura 9. 
 Pasos generales para la 

evaluación de la 
estabilidad de materiales 

de referencia in-house 
 

 
  

A continuación, se presentarán algunas generalidades y recomendaciones para el 
desarrollo de cada de estas etapas, a excepción de las etapas de muestreo y de análisis 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 estimación de la incertidumbre 
asociada al estudio de uso.  
 

2.4.2 Recomendaciones previas al estudio de estabilidad 

 La Guía ISO 35 brinda algunas recomendaciones para la evaluación de la estabilidad y brinda 
ejemplos de algunos de los enfoques recomendados para el diseño de estos estudios y el 
tratamiento estadístico de los datos de estabilidad. A continuación, se relacionan algunas 
de estas recomendaciones: 
 

• Se recomienda para este tipo de estudios realizar muestreos aleatorios simples (ver 
numeral 2.2.1). 
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• Considerar la homogeneidad del material y la precisión del método para establecer 
el número de réplicas a realizar. 

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

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

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

• No se recomienda descartar datos únicamente con base en criterios estadísticos o 
sin una causa técnica justificable. 

• Llevar a cabo estudios de tendencias de medición, previo a la estimación de la 
incertidumbre (ver numeral 2.3.7)  

• Si es posible, realicé seguimiento no sólo a la propiedad de interés sino también a 
otras propiedades que pueden indicar algún grado de degradación, por ejemplo: 
contenido de grasa, humedad, contenido microbiológico, entre otros. 

 

2.4.3 Selección del tipo de estudio 

 Como se comentó 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 las condiciones 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 año el estudio de 
estabilidad proporciona información sobre el comportamiento del material durante el 
período de tiempo determinado. 
 

b. Estudios de estabilidad acelerada 
 

En este estudio se realizan múltiples experimentos, los cuales son realizados bajo las 
condiciones más extremas de almacenamiento o transporte a las que puede estar sometido 
el material, con el fin de inducir una más rápida degradación que se podría experimentar en 
las condiciones de almacenamiento previstas. 
 
Por otro lado, dependiendo de las condiciones de especificadas en la medición2, los estudios 
de estabilidad se clasifican en: 
 

• Estudios de estabilidad clásicos-condiciones de precisión intermedia. 
• Estudios de estabilidad isócronos- condiciones de repetibilidad. 

 

 
2 Las “condiciones especificadas” pueden ser condiciones de repetibilidad, condiciones de precisión 
intermedia, o condiciones de reproducibilidad (véase la norma ISO 5725-1:1994). 
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La Tabla 5 presenta algunas recomendaciones para la selección de estos diseños de 
experimentos. 
 

Tabla 5. 
Recomendaciones para la 

selección del tipo de 
experimento estudios de 

estabilidad 
 

 

2.4.4 Estudios de estabilidad clásicos 

 En estos estudios, se realiza la medición 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 duración predeterminada. Este tipo de estudios tiene como 
desventaja que pueden contribuir más ampliamente sobre la incertidumbre debido a que 
se debe tener en cuenta la variabilidad en el tiempo del sistema de medición lo que podría 
incidir en una mayor dispersión de los resultados. 
 
A continuación, se explican los pasos generales para el desarrollo de estos estudios:  
 

i. Definir el tiempo que se requiere para realizar el estudio, por ejemplo 2 años.  
ii. Seleccionar cada uno de los puntos de muestreo en el tiempo. Por ejemplo: 3 

meses, 6 meses, 12 meses, 18 meses y 24 meses. 
iii. Seleccionar al azar las unidades del tiempo cero 0. 
iv. Medir cada una de las unidades.   
v. Posterior a los tres meses, seleccionar nuevamente las unidades al azar. 

vi. Medir nuevamente y se registrar los datos. 
vii. Comparar los dos grupos de datos (0 meses vs. 3 meses). 

viii. 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 capítulo 2.1 se brindan algunos 
ejemplos.  

ix. Continuar con los muestreos en el tiempo hasta finalizar lo planeado. 
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Nota: una vez se tengan los datos se sugiere estar realizando comparaciones con 
los tiempos previos y revisar posibles tendencias. 

x. Cuando se tengan todos los resultados realizar un análisis de regresión. 
xi. Estimar el tiempo de vigencia del material. 

 

2.4.5 Estudios de estabilidad isócronos 

 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 serán empleadas como referencia para evaluar las unidades 
que han sido expuestas a otras condiciones de almacenamiento seleccionadas, en las cuales 
podría tener lugar una degradación de los analitos.  
 
A continuación, se explican los pasos generales para el desarrollo de estos estudios:  
 

i. Definir el tiempo que se requiere para realizar el estudio, por ejemplo 2 años.  
ii. Seleccionar cada uno de los puntos de muestreo en el tiempo. Por ejemplo: 3 

meses, 6 meses, 12 meses, 18 meses y 24 meses. 
iii. Seleccionar al azar las unidades del tiempo cero 0. 
iv. Almacenar las unidades de tiempo 0 a las condiciones de referencia, por ejemplo -

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

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

almacenando las unidades a las condiciones de referencia. 
viii. Cuando se tengan todas las unidades retirarlas de la temperatura de referencia y 

realizar las mediciones en condiciones de repetibilidad.  
ix. Cuando se tengan todos los resultados realizar un análisis de regresión 
x. Estimar el tiempo de vigencia del material. 

 

2.4.6 Selección del método de medición 

 A continuación, 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 aparición de algunos posibles 
productos de la degradación del material o los aditivos que se emplearon durante 
la preparación del MR (selectividad adecuada del método). 

• Para estudios con diseños isócronos:  
 

o Usar métodos suficientemente precisos (en condiciones de repetibilidad), 
tal que a desviación estándar de repetibilidad (𝑠𝑟) sea menor la 
incertidumbre de estabilidad (uest objetivo) de la propiedad de interés. En caso 
contrario, se debe aumentar el número de réplicas (ri) para que se cumpla la 
siguiente condición:   
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Ec.11 

 
o En el caso en que el método no tenga una deriva significativa no es necesario 

realizar una cuantificación absoluta. 
o Se debe asegurar que la sensibilidad del método puede detectar los posibles 

cambios en la concentración del material de referencia.  
 

• Para estudios con diseños clásicos: 
o  Usar un método que tenga una precisión (entre días), menor que la 

incertidumbre objetivo. 
o Se deben realizar cuantificaciones absolutas, para lo cual debe seleccionar 

una referencia estable.  
o Se debe asegurar que la sensibilidad del método puede detectar los posibles 

cambios en la concentración del material de referencia.  
 
La Figura 10 presenta un esquema sugerido para la selección del tipo de estudio de acuerdo 
con las características del método.  
 

Figura 10.  
Selección del tipo de 

estudio de acuerdo con la 
precisión del método 
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2.4.7 Ejecución de los estudios de estabilidad 

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

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

• Evite en la misma secuencia mezclar experimentos, por ejemplo, estudio de uso y 
estudio de corto plazo. 

• En el caso de estudios de tipo clásico:  
o Asegúrese de emplear un MR o MRC para la cuantificación, que tenga una 

vigencia más amplia que el tiempo que usted definió para su estudio de 
estabilidad. 

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

o Asegúrese que medir repetidas veces durante la secuencia los niveles de 
calibración. 

o Si emplea curva de calibración, asegúrese de que la incertidumbre por la 
regresión es despreciable o se cumple con el criterio establecido en la 
Ecuación 11. 

o Mida uno de los niveles de calibración periódicamente. 
 

• En el caso de estudios de tipo isócrono:  
o Se recomienda el uso de estándares internos. 
o Incluya un nivel de calibración como control de calidad (QC) dentro de la 

secuencia, el cual debe ser medido periódicamente.  
o Evite los problemas de deriva a través del empleo de estándares internos o 

secuencias de medición rápidas y en condiciones estables. 
 
El capítulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo práctico para la elaboración de las secuencias 
de medición en este tipo de estudios. 
 

2.4.8 Ejecución de los estudios de estabilidad 

 El análisis de tendencias durante esta etapa busca asegurar que posible variación de la 
concentración que tenga un determinado material, sea en realidad producto de una 
descomposición o concentración 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 conclusión 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 está concentrando. Este tipo de variaciones o deriva se puede 
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ocasionar por diferentes factores, como el cambio en las condiciones ambientales, la 
respuesta del detector, un proceso de concentración de la muestra previo a la medición, por 
ejemplo, la pérdida de solvente en los viales previó a la inyección en cromatografía de 
gases.  
 

Figura 11.  
Ejemplos de la influencia 
de la deriva instrumental 

sobre el estudio de 
estabilidad 

 

 
 Por lo anterior y tal vez con mayor importancia, el análisis de tendencias de medición en los 

estudios de estabilidad puede tener implicaciones más severas en las conclusiones que se 
realicen del estudio de estabilidad.   
 
El análisis de tendencias de medición se puede realizar siguiendo las recomendaciones del 
numeral 2.3.7. Por otro lado, en el caso en que se tenga el orden de extracción y limpieza de 
un proceso de medición, se sugiere que se realicé este mismo análisis con estas dos 
variables.  
 
El capítulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo práctico relacionados con estos análisis de 
tendencias. 
 

2.4.9 Estimación de incertidumbre asociada a la estabilidad 

 La guía ISO 35 sugiere emplear el análisis de regresión para estimar la incertidumbre de 
estabilidad de los materiales. Este análisis de regresión se debe aplicar para varios modelos 
cinéticos (orden 0, 1, 2, entre otros) y en el caso de que el modelo de regresión sea 
significativo, se debe estimar la constante cinética. La Figura 12 muestra la estimación de k 
para varios modelos cinéticos. 
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Figura 12.  
Estimación de las 

constantes de velocidad 
para diferentes ordenes 

 

 
  

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

Tabla 6. Consideraciones 
para la estimación de 

incertidumbre por 
estabilidad 

 

 
NOTA: en el caso en que la regresión no fuera significativa k puede ser reemplazado por la 

desviación estándar de la pendiente (sb). 
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El capítulo 3, brinda algunos ejemplos de tipo práctico relacionados con la estimación de 
incertidumbre. 
 

2.5 ESTABLECIMIENTO DE VALORES DE LA 
PROPIEDAD 

 
 Los Materiales de Referencia Certificados (MRC) proporcionan una referencia de medición 

trazable al Sistema Internacional de Unidades, lo que permite establecer cadenas de 
trazabilidad metrológica y lograr comparabilidad de resultados en los laboratorios. Sin 
embargo, el proceso de medición de estas propiedades es exhaustivo, costoso y requiere 
cumplir múltiples requisitos de la norma ISO 17034. 
 
Por otro lado, los materiales de referencia in-house se utilizan internamente en los 
laboratorios para el control rutinario de procesos, evaluación del personal y validación de 
métodos. Estos materiales son específicos para el uso interno del laboratorio. 
 
Los materiales de referencia in-house se utilizan comúnmente para controlar el sesgo, 
evaluar la precisión del método y la reproducibilidad intra-laboratorio. Además, se pueden 
utilizar para detectar cambios en los procesos de medición y controlar errores sistemáticos. 
 
Para establecer los valores de propiedad en los materiales de referencia in-house, existen 
diferentes enfoques. El más simple implica utilizar los resultados de la evaluación de 
homogeneidad. También se puede obtener el valor de propiedad a través de mediciones 
independientes o utilizando dos técnicas de medición 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 medición, pero tienen objetivos y usos diferentes. 
 

2.5.1 Opción 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 variación en la estimación del valor 
indicativo se tiene una buena aproximación pues se considera intrínsecamente la variación 
probable de los valores debida a la heterogeneidad entre alícuotas o unidades a lo largo del 
lote producido.  
 
En este sentido, la guía ISO 80 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 sitúen los valores de propiedad puede estimarse mediante la 
desviación de este valor medio global.  
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Así mismo, la desviación de la media global obtenida puede utilizarse para establecer los 
límites de alerta de los gráficos 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 límites de alerta y acción (también descritos como límites de acción inferior y superior) 
se establecen en dos y tres veces la desviación estándar, respectivamente.  

2.5.2 Opción 2: Empleo de un único método en un 
laboratorio 

 
 El empleo de un único método en un laboratorio es quizás la práctica más común 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 
permitirán reducir la incertidumbre y mejorar la estimación del valor. La Tabla 7 presenta 
algunos ejemplos de cambios que permiten mejorar la cuantificación y reducir la 
incertidumbre en la obtención de un valor de referencia para el material.  
 

Tabla 7.  
Posibles cambios que se 

pueden realizar para 
mejorar la estimación del 

valor de referencia 
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En conclusión, se deben realizar algunos cambios en el método de rutina del laboratorio 
con el propósito de reducir la incertidumbre y los errores sistemáticos del método, el 
número y dificultad de cambios dependerá de la incertidumbre objetivo que se espere (ver 
Anexo A1). De igual manera, se recomienda previo a esta mejora conocer la concentración 
que se desea cuantificar y estudiar cuidadosamente el presupuesto de incertidumbre del 
método con el propósito de reducir el número 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 único método de medición. Nótese que la Figura 13, propone realizar 
diferentes cuantificaciones de la muestra, para lo cual se recomienda que entre estas 
cuantificaciones (q1, q2, qn) se evite compartir curvas de calibración de tal manera que estas 
sean lo más independientes posibles; de hecho, es recomendable que se realicen en 
condiciones de precisión intermedia.  
 

 
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 sistemático 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 recuperación con cada método debe ser aceptable, es decir entre 70 -120%.  
• No se deben tener diferencias significativas entre los porcentajes de recuperación 

de los métodos.   
• Tener principios diferentes o por lo menos no deben ser afectados por el mismo 

tipo de interferentes.  
 
Para la aplicación 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 
en la ISO 35 o el protocolo de la IUPAC [34] para estudios interlaboratorio. 
   
Por otro lado, y con el propósito de asegurar una incertidumbre de medición 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 aproximación.  
 

2.5.3 Opción 3: Empleo de dos o más métodos de medición 

 En esta estrategia, se tratan los errores de tipo sistemático 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 recuperación con cada método debe ser aceptable, es decir entre 70 -
120%.  

• No se deben tener diferencias significativas entre los porcentajes de 
recuperación de los métodos.   

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

  
Para la aplicación 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 sugiera  revisar un ejemplo que se encuentra disponible 
en la ISO 35 o el protocolo de la IUPAC [34] para estudios interlaboratorio. 
   
Por otro lado, y con el propósito de asegurar una incertidumbre de medición 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 aproximación.  
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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 (𝑣𝑟𝑒𝑓) puede estimarse a 
través del promedio de los resultados obtenidos por cada uno de los métodos a través de la 
siguiente expresión:  
 

 
Ec.12 

 
Donde n corresponde al número de métodos y  Cqi corresponde a la concentración 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 estándar del valor de referencia (uvref) puede ser estimada 
mediante la siguiente expresión: 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 estándar del valor de 
referencia (uvref) puede ser estimada mediante la siguiente expresión:  
 

 

Ec.13 

 
Donde uqi corresponde a la incertidumbre estándar de medición 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 sistemático (ubias), para lo cual la Ecuación 
13 se transforma en:  
 

 

Ec.14 

 
Dicho componente puede ser estimado mediante la siguiente expresión: 
 

 
Ec.15 
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2.6 ESTIMACIÓN DE LA INCERTIDUMBRE DEL 
MATERIAL 

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

 
Ec.16 

 
Dónde los términos umedición y uhom hacen referencia a las incertidumbres asociadas a 
homogeneidad del lote, a la estabilidad y la medición 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 ningún valor indicativo, por ejemplo, un material para controlar o evaluar sólo la 
precisión del método, la ecuación 16 se reduce a:  
 

 
Ec.17 

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

 Ec.18 
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2.7 REGISTROS Y DOCUMENTACIÓN  

 Respecto a los registros asociados a la preparación 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 información suficiente para facilitar, si es posible, la identificación de los 
factores que afectan el resultado de la medición y su incertidumbre de medición asociada y 
posibiliten la repetición de la actividad del laboratorio en condiciones más 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 cálculos originales se deben registrar en el momento en que 
se hacen y deben identificarse con la tarea específica” 
 
En este sentido y en cumplimiento del requisito, el laboratorio debería mantener los 
registros de: 

• Origen y preparación del material. 
• Embotellado 
• Muestreo 
• Mediciones de homogeneidad 
• Mediciones de estabilidad 
• Mediciones de la propiedad 

 

2.7.1 Documentación soporte para los MR in-house 
 La Guía 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 
documentación de los IQC o MR in-house preparados.  
 

• Hoja de información 
 

La información que debe estar disponible y en lo posible documentada en una hoja de 
información de los MR in-house debe incluir al menos: 
- Nombre y descripción del material 
- Identificación del material y/o número de lote 
- Fecha de preparación 
- Uso previsto del MR in-house 
- Indicaciones de manipulación, almacenamiento y uso del MR in-house 
- Valores indicativos, si aplica 
- Mínima cantidad de uso 
- Información sobre la vida útil esperada 
- Precauciones de seguridad que deban aplicar los usuarios.  
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• Etiquetas 
 

Cada unidad del MR in-house preparado debe estar claramente etiquetada. La 
etiqueta debe contener en lo posible la siguiente información:  
- Nombre y descripción del material; 
- Identificación del material y/o número de lote 
- Indicaciones de peligro y seguridad, cuando aplique 
- Condiciones ambientales del área de almacenamiento, incluidas la temperatura 

y la humedad; 
- Fecha de preparación; 
- Fecha de caducidad prevista. 
- Cantidad contenida en la unidad; 
- Número de unidad individual 
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4. ASPECTOS PRÁCTICOS EN LA 
PRODUCCIÓN  DE MR



3
ASPECTOS PRÁCTICOS 
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 La Guía ISO 31 da las recomendaciones sobre el contenido de los certificados y etiquetas El 
propósito de este capítulo es aplicar los conceptos presentados en los capítulos I y II y, 
proporcionar aspectos prácticos a considerar durante la producción de materiales de 
referencia in-house, para la determinación de residuos de plaguicidas en matrices de 
alimentos. Para ello, en el INM se llevó a cabo la producción de tres materiales de referencia 
in-house utilizando tres diferentes matrices, los cuales serán descritos detalladamente en 
esta sección. 
 
Como se mencionó en la Figura 4, la producción 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 describirá el proceso de planeación o 
especificación del material, posteriormente los aspectos de preparación y finalmente, lo 
concerniente a la evaluación de la homogeneidad y estabilidad de los materiales.  
 

3.1 PLANEACIÓN 
  

La planeación de la producción 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 producción. De hecho, la guía ISO 80, 
considera como etapa previa a la producción, la especificación 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 planeación. 
 

Figura 15.  
Consideraciones 

realizadas para la 
producción de MR in-

house 
 

 
  

Una vez considerados los aspectos presentados en la Figura 15 y los grupos de matrices 
presentados en el capítulo 2 (ver numeral 2.1.1), se seleccionaron banano, arroz y café, 
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como matrices representativas y que se adecuan al propósito de la presente guía.  Por otro 
lado, la Tabla 8 presenta los analitos que fueron seleccionados, para lo cual se consideró:   (i) 
la experiencia del INM en su determinación, (ii) la compatibilidad con las técnicas 
cromatográficas disponibles y en algunos casos (iii) su uso en Colombia.  
 

Tabla 8.  
Especificación de MR in-

house de matrices 
fortificadas con 

plaguicidas 
 

 

 
  

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 
fortificación, para lo cual se consideraron las recomendaciones realizadas por la guía 
SANTE. 
 
Finalmente, la Figura 16, presenta un resumen de todas las consideraciones realizadas para 
la planeación de la producción de estos materiales de referencia. 
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Figura 16. Resumen de consideraciones realizadas para la producción de MR in-house 
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3.2 PREPRACIÓN DE LOS MATERIALES 
 

3.2.1 Recomendaciones previas a la preparación de los 
materiales de referencia 

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

Figura 17. 
Recomendaciones 

previas a la 
preparación de los 

materiales. 
 

 
 

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

• Obtención del material de partida (ver numeral 3.2.2). 
• Preparación de las soluciones de fortificación (numeral 3.2.3) 
• Fortificación (ver numeral 3.2.4). 
• Fortificación del material (ver numeral 3.2.5) 
• Estabilización, mediante secado del material (ver numeral 3.2.5). 
• Homogenización (ver numeral 3.2.5). 
• Envasado del material (ver numeral 3.2.6)  

 
A continuación, se brindarán recomendaciones para la preparación de los materiales de 
referencia in-house en las matrices seleccionadas. 
 

3.2.2 Obtención del material de partida 
 Para el caso de los materiales propuestos, las matrices fueron obtenidas en mercados locales. 

Se recomienda realizar una evaluación preliminar con el fin de establecer si las matrices 
contienen los analitos de interés, si están por debajo del límite de detección, 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 fortificación3. En este último caso, es importante 
asegurarse de que los niveles de concentración presentes en las matrices sean adecuados para 
el propósito establecido en la etapa de especificación 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 Preparación de matrices 
 Como se ha mencionado anteriormente la homogeneidad y la estabilidad son las principales 

características de cualquier material de referencia, por lo que en algunos casos puede ser 
necesario realizar algunas actividades adicionales durante la producción; lo anterior, con el 
propósito de incrementar la homogeneidad o estabilidad del material. En matrices sólidas, con 
el propósito de lograr un material homogéneo usualmente se aplican procesos de trituración, 
molienda y tamizado, lo anterior considerando que la homogeneidad física tiene una relación 
directa con la química. Así mismo, el uso de conservantes, antioxidantes, radiación, uso de 
atmosfera inerte, o deshidratación, por ejemplo, pueden ser estrategias para emplear para 
asegurar que los materiales conservarán mejor sus propiedades en el tiempo, sin embargo, se 
debe asegurar que su adición no supone ser una interferencia en la determinación 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 específico del banano, se encuentra que 
fue necesario realizar la adición de estabilizantes, los cuales se emplean para evitar la oxidación 
de la matriz e inhibir el crecimiento de microorganismos. En este caso en particular y de acuerdo 
con ensayos previos, se adicionó una solución de ácido ascórbico 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 analíticas.  
 
Por su parte para la matriz de café, se encuentra que durante el procesamiento se empleó hielo 
seco, lo anterior se realizó con dos propósitos: (i) evitar el calentamiento y degradación de la 
matriz durante el proceso y (ii) contribuir a obtener un material de partículas más pequeñas y 
por consiguiente más homogéneo. Cabe destacar que el laboratorio puede seleccionar el 
método de preparación más adecuado acorde con su capacidad, recursos y necesidades 
específicas. La Figura 19 presenta el proceso aplicado para banano y café verde.  

 
3 Considere que la cuantificación preliminar, usualmente se realiza sobre el material húmedo, y con el propósito de estabilizar los 
materiales se suele eliminar la humedad de este, por lo cual la concentración en el material final puede incrementar. 
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Figura 18. Esquema general de preparación de los diferentes candidatos a material de referencia in-house. 
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Figura 19.  
Obtención de la matriz 

de banano y café 
 

 

3.2.4 Preparación de la solución de fortificación 
 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 preparación de una solución de 
fortificación. En la experiencia del INM, la preparación gravimétrica es la mejor alternativa; 
en la cual se utilizaron soluciones madre entre 500 mg/kg y 1000 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 
extracción de la grasa, y por consiguiente una separación de fases. 
 
La concentración de la mezcla de fortificación debe ser definida de acuerdo con la cantidad 
de matriz, la concentración final deseada, entre otros. La Tabla 9. presenta las relaciones 
empleadas durante la producción.   
 

Tabla 9.  
Relación matriz/solución 
de fortificación sugerida 
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 Para la preparación de la solución empleada en la fortificación se siguieron las siguientes 
instrucciones: 
 

i. Pesar un recipiente con tapa limpio y seco, y registre su masa.  
ii. Adicionar la masa requerida de cada analito y registrar. Tarar después de 

cada adición. 
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 preparación de la solución 
de fortificación.  
 

Figura 20. 
Recomendaciones 

generales para la 
preparación gravimétrica 

de la solución de 
fortificación 

 
  

Por otro lado, la solución estabilizante se preparó al 1% y 0.1% (m/v) de ácido ascórbico y 
metabisulfito de sodio, respectivamente. Para ello, se emplearon reactivos grado 
alimenticio y  una solución acuosa  de etanol (20%) como solvente, la solución puede ser 
almacenada en refrigeración hasta su uso. 
 

3.2.5 Fortificación, estabilización y homogenización 
 Una vez se cuenta con las soluciones de fortificación, estabilizantes y con la matriz 

preparada, se realiza el proceso de fortificación y homogenizado. Es importante considerar 
que, acorde con la capacidad del material e instrumentación 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 mecánico a todo el material, 
de modo que se asegure una mejor distribución de los analitos. La Figura 21 presenta las 
instrucciones generales de este proceso.  
 



 

 

 
66 

Figura 21.  
Fortificación y 

homogenizado de los 
materiales 

 
 

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

Figura 22. Proceso de 
secado de cada MR 

producido. 
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 La Tabla 10, presenta los parámetros de secado empleados para cada matriz.  
 

Tabla 10. 
 Parámetros 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 

selección de los contenedores o envases en los cuales se almacenará el material es crucial, 
ya que estos desempeñarán un papel importante en la protección del material contra 
factores externos y contribuirán 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 
 

 

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

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

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

• Realizar seguimiento de las condiciones ambientales durante todo el proceso. 
• Contar con un adecuado sistema de gestión de calidad que asegure que los 

instrumentos empleados cuenten con las verificaciones o calibraciones vigentes, 
según 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 
guía ISO35, esta evaluación incluye las siguientes etapas:  
 

• Muestreo (numeral 3.3.1). 
• Determinación analítica (numeral 3.3.2). 
• Inspección de datos (numeral 3.3.3). 
• Evaluación de tendencias (numeral 3.3.3). 
• Estimación de la incertidumbre (numeral 3.3.4). 
• Verificación del grado de homogeneidad (numeral 3.3.5) 

 
A continuación, se describen cada una de estas etapas.  
 

3.3.1 Muestreo 
 Para una evaluación exitosa de la homogeneidad es necesario evaluar esta característica en 

un número de unidades que represente el lote producido. Para definir el número de 
unidades se aplicó la estrategia presentada en la Tabla 11. 
 

Tabla 11.  
 Ejemplos de estimación 

de número de botellas 
para cada uno de los 

lotes producidos. 
 

 
  

Una vez definido el número de unidades, y considerando que la durante la evaluación de la 
homogeneidad se busca evaluar que el valor de la propiedad se mantenga a lo largo del lote 
producido, así 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 sistemático o un muestreo aleatorio estratificado. A continuación, se 
enlistan los pasos generales para realizar estos muestreos, tomando como ejemplo un lote 
de 60 unidades.  
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Figura 24. 
Muestreo aleatorio 

sistemático. 

 
 A continuación, se muestra un ejemplo en el cual se empleó un programa de procesamiento 

de datos tradicional como open office o Microsoft Excel:  

 
Figura 25. 

Muestreo aleatorio 
estratificado. 

 
  

A continuación, se presenta un ejemplo de cómo puede ser realizado el muestreo 
empleando programas ofimáticos convencionales. 
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3.3.2 Secuencia de medición 
 El establecimiento de una adecuada secuencia de medición es un punto crítico, pues 

mediante esta se asegura:  
• La aleatorización de los experimentos. 
• Una adecuada evaluación de la deriva. 
• Un adecuado control de calidad del instrumento 

La Figura 26 presenta la estrategia recomendada para establecer la secuencia de medición. 
 

Figura 26. Estrategia 
para la secuencia de 

medición 
 

 
*Otro diseño puede ser seleccionado ver numeral 2.3.5 

  
A continuación, se muestra un ejemplo para la realización de diseño 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 conformación de los grupos o 

bloques de medición se debe aleatorizar cada bloque (última columna).  
 
Es importante Incluir en la secuencia de medición blancos de reactivos y de procedimiento 
para verificar que no exista algún tipo de contaminación cruzada. Así mismo, estos 
permiten facilitar el equilibrio del sistema instrumental. 
 
Finalmente, se recomienda entre los bloques de medición, incluir siempre una muestra de 
control de calidad, la cual corresponde a un nivel de calibración, idealmente en blanco de 
matriz. Esta muestra de control de calidad debe incluir los analitos de interés y estándares 
internos empleados en las muestras bajo estudio a una concentración cercana a la estimada 
en las muestras, tal como se muestra a continuación.  
 

 
 

3.3.3 Inspección de datos y evaluación 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 seleccionó 
un diseño en bloques, considerando que la deriva del equipo es relativamente alta para el 
propósito. 
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Figura 27.  
Esquema general de la 

ejecución del estudio de 
homogeneidad 

 
  

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

Tabla 12. 
 Datos de estudio de 

homogeneidad ejemplo 

 
  

Como se mencionó en el numeral 2.3.7, previo a la evaluación de la homogeneidad del 
material, se debe realizar una inspección para detectar posibles problemas durante el 
proceso de medición y de producción. A continuación, se sugieren algunas acciones a 
considerar durante la inspección.  
 

• Realizar la integración de los cromatogramas y aplicar las correcciones pertinentes 
debidas a factores de dilución o uso de estándares internos, según aplique.   

• Obtener las respuestas para cada unidad o los valores de concentración, en caso de 
haber realizado la cuantificación.  
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• Aplicar una prueba estadística como Grubbs o Dixon a 95 % y 99 % de nivel de 
confianza, para detectar posibles anómalos. 

• Realizar un análisis exploratorio y posteriormente de regresión con el propósito 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 
anómalos y acorde con las recomendaciones de la guía ISO35, se sugiere NO descartar 
datos a menos de que exista un criterio técnico. Para lo cual se sugiere:  
 

• Verificar que las integraciones son adecuadas,  
• Verificar los controles de calidad y blancos,  
• Llevar a cabo una nueva medición de una unidad o submuestra sospechosa en un 

breve período de tiempo; 
• Repetir una secuencia de medición completa o un experimento completo afectado 

por varios valores atípicos. 
 

El Anexo 5, muestra un ejemplo de cómo aplicar pruebas estadísticas para la detección de 
datos anómalos mediante el aplicativo ValidarR4. 
 

 a. Tendencias de medición 
 
A continuación, se describe el paso a paso para realizar este análisis de tendencias de 
medición: 

i. Ordenar los datos obtenidos para los controles de calidad y muestras, en 
el orden de medición,  

ii. Realizar una inspección visual, graficando las respuestas contra el orden 
de medición.  

iii. Finalmente, aplicar un análisis de regresión lineal para evaluar una 
tendencia estadísticamente significativa. A continuación, se ilustra cómo 
realizar esta evaluación empleando un programa tradicional: 
 

 
 

4 ValidaR, es un aplicativo desarrollado por el Instituto Nacional de Metrología, el cual se encuentra 
disponible en  https://validar.inm.gov.co/validaR/ 

https://validar.inm.gov.co/validaR/
https://validar.inm.gov.co/validaR/
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Posteriormente, con el propósito de contar con evidencia objetiva de la evaluación de la 
homogeneidad, se procede a realizar una prueba t a un nivel de confianza del 95%, tal como 
se muestra a continuación: 
 

 
 
Para este caso, ya que t-value <t-value crítico, lo cual evidencia que la pendiente no es 
significativa, por lo tanto, se concluye que no hay de tendencia de medición.  Esta misma 
evaluación puede ser realizada en el aplicativo ValidaR en el módulo de regresiones, pero 
con la ventaja que se puede emplear otro tipo de modelos de regresión. 
Obtener una tendencia significativa en la medición puede llevar a una conclusión errónea 
acerca de la homogeneidad del material (ver Figura 11), en caso de obtener se pueden 
implementar las siguientes estrategias: 
 

• Aplicar una corrección a los datos basada en una función de transformación 
adecuada antes de realizar un análisis de varianza posterior;  

• Emplear análisis de covarianza. 
• Emplear los controles medidos durante la secuencia para realizar la corrección.  
• Rechazar las secuencias de medición afectadas y repetir las mediciones después de 

eliminar o controlar la fuente de la deriva. 
 

 b. 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 
concentración) para las muestras bajo estudio en estricto orden de envasado. 

Transformar los promedios de cada unidad (𝑥̅unidad) relativos al promedio de las 
observaciones para todas las unidades (x̿unidad). 
 

 
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 evaluación gráfica de tendencias de envasado. 

 

https://validar.inm.gov.co/validaR/
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Figura 28.  
Estudio de tendencias de 

envasado 

 
 iii. Llevar a cabo un análisis de regresión lineal para probar una tendencia 

estadísticamente significativa, lo cual se puede realizarse por ejemplo 
empleando la función matricial de estimación lineal de los softwares 
convenciones, tal como se muestra a continuación: 

 
 

iv. 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 continuación: 
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v. Evaluar si t-calculado, mediante la comparación con el t-crítico, 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 95 %). 
 

vi. En caso de obtener tendencias de envasado significativas, se deben 
considerar los siguientes aspectos: 

o No es apropiado aplicar correcciones matemáticas 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 estimaría como:  

 

 
 

3.3.4 Análisis estadístico y estimación de incertidumbre por 
homogeneidad 

 
 Para realizar la evaluación de estos datos, se empleó el software estadístico R. Para ello, es 

necesario inicialmente almacenar un archivo con los datos categorizados por número de 
unidad y considerando el bloque acorde a la secuencia de medición, como se muestra a 
continuación.  

 
 
Posteriormente, se realiza un análisis de varianza de dos vías. Para lo cual se ejecutó el 
código que se presenta en el Anexo 5. A continuación se presentan los resultados: 
 

https://www.r-project.org/
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Tabla 13. Análisis de 
varianza obtenido para el 

estudio de 
homogeneidad. 

 
  

Como se mencionó en el numeral 2.3.8 (ver Tabla 4), la estimación de incertidumbre se 
realiza mediante la siguiente ecuación:  
 

 

Ec.20 

 
Dónde, 

CMENTRE  = 0.0463 
CMRESIDUAL = 0.0115 
m= 9 
x̿≡Gran promedio=4.357 
 

Por lo cual la incertidumbre corresponde a:  
 

 
 
 

3.3.5 Verificación 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 útil 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 estableció como 
incertidumbre objetivo el 25 % del valor máximo establecido en la regulación de la Unión 
Europea, por lo cual se encontró que el material es lo suficientemente homogéneo. Otra 
opción, es emplear un tercio o un cuarto de la precisión (en condiciones de intra-
reproducibilidad o intermedias) del método que se desea controlar con el material 
producido. 
 

3.3.6 Diseño simplificado de homogeneidad :Guía 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 Guía ISO 
80, considera un enfoque simplificado realizar esta verificación. Para lo cual se debe: 
 

• Seleccionar al azar un número 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 sistemáticos o estratificados. 

• Tomar mínimo dos submuestras de ensayo de cada unidad usando técnicas 
apropiadas de homogenización para minimizar las diferencias entre las 
submuestras de ensayo. 

• Llevar a cabo el procedimiento de medición en orden aleatorio y bajo condiciones 
de repetibilidad, de modo tal que la desviación de la medición pueda distinguirse 
de cualquier tendencia en el lote de muestras. 
Nota: Preferiblemente hacer uso de diseños experimentales. 

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

• Por medio de un ANOVA calcular la desviación estándar dentro de las unidades (Sd) 
y la desviación estándar entre unidades (Ss). 

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

Como se mencionó en los capítulos anteriores, la estabilidad es la característica 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 
evaluación de la estabilidad, adicional a las recomendaciones del numeral 2.4.1,  se 
recomienda:  
 

• Establecer las condiciones del estudio durante la etapa de especificación del 
material o planeación, por ejemplo: tipo de aproximación, número de unidades, 
tiempos, condiciones de estudio y número de réplicas. 

• 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 Sistemático o muestreo 
estratificado (ver 2.2.2 o 2.2.3). 

• Realizar el estudio sobre las unidades en su presentación final.  
 
Una de las aproximaciones propuestas por la guía ISO 35, para la evaluación de la 
estabilidad de los materiales es utilizar un diseño isócrono (ver numeral 2.4.5, para más 
detalles).  La Figura 29 muestra un esquema general de un estudio de estabilidad isócrono, 
que se empleará 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 días, para un total de 6 puntos en el tiempo, 
incluyendo el tiempo 0.  
 

Figura 29. Vista general 
de un estudio de 

estabilidad isócrono 
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 A continuación, 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 demás muestras.  
Nota: Como temperaturas de estudio pueden ser empleadas temperaturas de 
refrigeración y temperaturas de referencia -20 °C o -80 °C.   

• Mantener las muestras asignadas a t0  (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, así como cualquier otra información 
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 condición de 
referencia. En este punto, las muestras están listas para ser medidas. 

 

3.4.1 Medición 
 Una vez finalizado el estudio, se procede a realizar la medición, para ello se recomienda: 

 
• Permitir la climatización 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 estándares subrogados y de estándares 

internos, para controlar y detectar problemas de recuperación y deriva 
instrumental, respectivamente.  

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

• Realizar la medición en condiciones de repetibilidad. 
• Para las réplicas instrumentales, procurar usar viales independientes. 
• Aplicar un diseño de experimentos, por ejemplo, bloques completamente al azar, 

especialmente cuando se trata de secuencias de medición muy largas (ver 2.3.5). 
 

Una vez realizada la medición, y se han aplicado los factores de dilución (fd) y correcciones 
según aplique, se sugiere evaluar la presencia de anómalos y la deriva instrumental, como 
se muestra en el Anexo 5 y el numeral 2.3.7, respectivamente. 
 
En caso de tener una tendencia de medición significativa, la cual puede generar falsas 
conclusiones acerca de la estabilidad, se pueden implementar las siguientes estrategias:  
 

• Rechazar las secuencias de medición afectadas y repetir las mediciones después de 
eliminar la fuente de la tendencia; 
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• Llevar a cabo una medición de la propiedad empleando una calibración analítica 
más frecuente, de tal manera que se elimine la tendencia.  

• Aplicar una corrección a los datos basada en una función de transformación 
adecuada (por ejemplo, una regresión lineal) antes de realizar un análisis 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 (t0) del estudio dentro de 
cada bloque de medición (t0=100%), la siguiente figura muestra un ejemplo de cómo se 
puede realizar esta transformación.   
 

 
 
Para evaluar el ajuste a diferentes órdenes de cinética de reacción, se utiliza este primer 
este primer conjunto de datos correspondientes al orden cero (x). Luego, se aplican 
transformaciones como ln(x), 1/x y 1/x2 , para obtener las cinéticas de orden 1, 2 y 3, 
respectivamente.  A continuación, se muestra cómo se obtienen estos datos.  
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3.4.2 Tratamiento estadístico y estimación de la 
incertidumbre 
  

Una vez obtenidos los datos transformados para cada orden de cinética, se realiza la 
evaluación estadística y posterior estimación de la incertidumbre por estabilidad a largo 
plazo (uELP) o en condiciones de almacenamiento. A continuación, se describe el 
procedimiento para llevar a cabo esta evaluación, tomando como ejemplo los resultados de 
la cinética de orden cero, de un estudio ejecutado siguiendo un diseño isócrono a 75 días, 
los datos se presentan en la Tabla 14.  
 

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

cero 

 
  

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

i. Categorizar los datos de respuesta o medición de la propiedad por unidad y 
tiempo del estudio, tal como se muestra a continuación: 
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ii. Graficar los promedios de respuesta o medición de la propiedad en función 

del tiempo del estudio, de modo que se pueda hacer una primera inspección 
visual del comportamiento de la estabilidad, tal como se muestra a 
continuación: 

 
Figura 30.  

Análisis preliminar en el 
estudio de estabilidad. 

 
  

iii. Llevar a cabo un análisis de regresión lineal sobre los datos usando la función 
de “Estimacion.lineal”, como se muestra a continuación: 
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iv. 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 continuación: 

 

 
 

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

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

vii. Ahora bien, dado que no hay una tendencia o degradación significativa de 
acuerdo con el modelo de regresión lineal aplicado, la incertidumbre uELP se 
estima de la siguiente manera: 
 

 
Donde: 
upendiente=error de la pendiente 
testudio=tiempo de duración del estudio de estabilidad 
tvigencia=tiempo de vigencia inicial 

 
viii. Para el ejemplo, y considerando un tiempo de vigencia inicial de 365 días, se 

obtendría una uELP de: 
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ix. Evaluar si la 𝑢𝐸𝐿𝑃 estimada cumple con la incertidumbre objetivo del material. 
 
Finalmente, en el caso en que el modelo de regresión 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 dependerán del nivel rigurosidad que se quiera alcanzar.  
 
A continuación, se describen algunas recomendaciones prácticas 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 continuación dista en gran proporción de un proceso de certificación de 
materiales de referencia. En este sentido, es importante que el laboratorio debe definir el 
nombre más apropiado para el valor de la propiedad, para esto se sugiere revisar los 
conceptos propuestos en el capítulo 1.  
 

3.5.1 Empleo de un único método 
 Esta opción puede ser empleada cuando no se tienen dos técnicas de principio de medición 

diferente o en el caso en que propiedad de interés o analito en particular únicamente puede 
ser determinado por una técnica. En esta estrategia, se pretende realizar la mejor 
estimación posible de la propiedad, 
 

• Seleccionar aleatoriamente cuatro unidades del lote del MR producido. Sin 
embargo, cada botella se medirá en un día diferente y con una calibración 
independiente como se describe a continuación:  
o Para una de las unidades, realizar la preparación (extracción 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 calibración. En este aspecto se sugiere emplear 
calibraciones analíticas que reduzcan la incertidumbre, por ejemplo: 
bracketing. 

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

o Realizar la cuantificación para cada analito en cada una de las submuestras. 
o Estimar la concentración para la botella, por ejemplo, empleando el promedio 

de las cinco submuestras. 
o Estimar la incertidumbre estándar para la concentración de la botella. 
 

Al final, se tendrán cuatro valores de concentración con su respectiva incertidumbre. La 
tabla 15, muestra como ejemplo los resultados de la cuantificación obtenida para un analito, 
la cual fue realizada en 4 días diferentes con 5 submuestras por unidad.  
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Tabla 15.  
Resultados obtenidos en 

la medición de la 
propiedad 

 
 Es importante considerar, que debido a que en cada uno de los días se emplea la misma 

calibración analítica, los resultados obtenidos de la medición de cada una de las botellas no 
son mediciones independientes, por lo anterior la incertidumbre del componente de 
precisión del método corresponderá a:  

 Ec.21 

 
Donde sd corresponde a la desviación estándar de las mediciones realizadas para cada 
botella, es decir la desviación estándar del día. 
 
Una vez se ha estimado la incertidumbre de la concentración para cada una de las botellas, 
se procede a realizar la mejor estimación posible de la propiedad, la cual corresponderá al 
promedio de estos valores (𝑿̿) y su incertidumbre (upropiedad) se estima a partir de la siguiente 
expresión:  
 

 

Ec.22 

Donde m corresponde al número de mediciones independientes, es decir el número 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 medición 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 variación entre las 
mediciones, la cual suele ocasionarse por la deriva del método de medición, asumiendo que 
el material es estable.  En este sentido, debe incluirse un componente asociado a la deriva 
del método durante la medición  de la propiedad. Este componente se puede estimar a 
través de la siguiente expresión:  
 

 

Ec.23 

 
Donde Xmáximo y Xmínimo corresponde a el mayor y el menor promedio obtenidos en la 
evaluación de cada una de las botellas. Por lo cual, la ecuación 22 se transforma a la 
siguiente expresión:  

 

Ec.24 

 

3.5.2 Empleo de dos métodos 
 Si el laboratorio cuenta con dos métodos independientes de medición, se sugiere que la 

medición de la propiedad(es) de interés se realicé mediante cada uno de estos, 
considerando las recomendaciones del numeral 2.5.3.  
 

• Seleccionar aleatoriamente al menos 4 unidades del lote del MR producido, las 
cuales serán evaluadas en dos días diferentes por las dos técnicas, 

• Preparar los niveles de calibración en el intervalo adecuado, 
• Realizar la preparación de las muestras acorde con lo procedimientos establecidos, 

se sugiere tomar como mínimo cinco submuestras de cada unidad,  
• Llevar a cabo la medición instrumental por cada una de las técnicas de medición 

seleccionadas (p. e. 1-Q1: LCMS y 1-Q2: GC-MS) 
• Repetir la medición empleando el segundo grupo de unidades en un día diferente, 

una unidad para cada técnica. Se sugiere emplear una calibración independiente.  
(p. e. 2-Q1: LCMS y 2-Q2: GC-MS) 

• Realizar la cuantificación 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 días diferentes.  
 

Tabla 17. Datos 
establecimiento del valor 

por dos técnicas 

 
 

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

 
Ec.25 

Reemplazando, se obtiene:  

 

 
 
A partir de los resultados presentados como ejemplo, es ´posible concluir que los datos del 
método 1 (Q1) son consistentes entre los dos días de medición (d1 y d2), por lo tanto, es 
posible realizar la combinación de la incertidumbre:  
 

 
Ec.26 

 

 Reemplazando, se obtiene:  
 

 
Este proceso se realiza para los datos obtenidos empleando la segunda técnica de 
medición. Posteriormente, se realiza la evaluación de la consistencia de los resultados, pero 
esta vez para asegurar que los datos obtenidos por ambas técnicas son equivalentes.  
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En este caso, ya que se cumple el supuesto, se concluye que los resultados obtenidos por 
los dos métodos Q1 y Q2 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 combinación de las obtenidas 
para cada método los métodos. 

 

 
Finalmente, la incertidumbre expandida del valor indicativo puede ser estimada 
multiplicando la incertidumbre estándar por el correspondiente factor de cobertura, en este 
caso 1.96 para un nivel de confianza del 95% 
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3.6 ESTIMACIÓN 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 
continuación, 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 precisión, confirmación o identificación, las dos 
contribuciones a la incertidumbre del material corresponden:  
 

• Homogeneidad (uhom) 
• Estabilidad (uest) 

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

 

Ec.27 

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

 
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 medición de la propiedad y el valor se pretenda emplear para: 

el control del sesgo, la evaluación de la precisión, entre otros, se tendrán tres contribuciones 
a la incertidumbre del material:  
 

• Homogeneidad (uhom) 
• Estabilidad (uest) 
• Establecimiento de valor de la propiedad (upropiedad) 
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De modo que la incertidumbre del material de referencia in-house (uMRih) se obtiene de la 
siguiente manera: 

 

Ec.29 

Mientras que, la incertidumbre expandida del material se obtiene al multiplicar la 
incertidumbre estándar obtenida por el correspondiente factor de cobertura, en este caso 
1.96 para un nivel de confianza del 95%. 
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Anexo 1: Incertidumbre objetivo 
 
De acuerdo con el vocabulario internacional de metrología (VIM), la incertidumbre objetivo se define como 
“"la incertidumbre de la medición especificada como un límite superior y elegida con base al uso previsto de 
los resultados de la medición". En vista de lo anterior y conforme lo presenta el presente documento a lo largo 
de la producción de un material de referencia, se deben definir las siguientes incertidumbres objetivo:  
  

• Incertidumbre objetivo del MR (uTMR). 
• Incertidumbre objetivo por homogeneidad (uThom). 
• Incertidumbre objetivo por estabilidad (uTest). 
• Incertidumbre objetivo por medición (uTmed). 

  
En este sentido, a continuación, se brindan algunos ejemplos que se espera sirvan de guía 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 sistemático y 
aleatorio y que en la medición de residuos de plaguicidas se permiten incertidumbres estándar de hasta el 25 
% (umáxima del ensayo)[31]. Se requiere que el MR tenga una incertidumbre entre un cuarto y un tercio, con el 
propósito 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 expresión:  
 

 
Ec.A.1 

 
Es decir, para el caso de residuos de plaguicidas la uTMR podría encontrarse entre:  
 

 

 

 
 
A.1.2 Incertidumbre objetivo por homogeneidad (uThom,), estabilidad (uTest) y medición (umed) 
 
Considerando que la incertidumbre de un material de referencia viene dada por la siguiente expresión:  
 

 
Ec.A.2 

 
La manera más sencilla de establecer la incertidumbre objetivo, asociada a cualquiera de estos tres 
componentes (uThom, uTest y umed), es asumir que los tres componentes tienen la misma importancia, por lo cual 
la incertidumbre objetivo vendría dada por la siguiente expresión:  
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Ec.A.3 

 
Reemplazando los valores obtenidos en el ejemplo anterior, se tendría que la uT para cualquiera de estos tres 
componentes podría 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 obtención de 
una incertidumbre adecuada depende sólo de los términos de estabilidad y homogeneidad (ver numeral 
2.4.6).   
 
Por ejemplo, la guía ISO 13528 sugiere que la homogeneidad de un MR de referencia es apta si la 

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

pt=umáxima del ensayo
5, se puede plantear que la uThomo corresponde a:  

 

 
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:  
 

 
Ec.A.5 

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

 
Ec.A.6 

 
De esta manera y considerando la incertidumbre objetivo obtenida en Ec.A.1 para uTMR y la incertidumbre por 
homogeneidad obtenida a partir de la expresión Ec.A.4 se tiene que la uTesta=3.62 %. 
 
En el ejemplo anterior, considere que los materiales de referencia empleados en un ensayo de aptitud 
usualmente tienen tiempos de vida útil 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 más importancia a la 

 
5 Para este caso se empleó la incertidumbre máxima que la guía SANTE XXX establece, sin embargo, 
se puede emplear: los resultados de la validación del método (en condiciones de intra-
reproducibilidad o precisión intermedia) o la ecuación de Hortwitz. 
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homogeneidad (7. 5%) que a la estabilidad (3.62%), por lo cual este esquema deber ser empleado con 
precaución.  
 
A.1.4 Reportes de literatura 
 
Una cuarta opción para estimar la incertidumbre es realizar una revisión en la cual se incluyan publicaciones 
científicas, reportes de materiales de referencia y en general literatura relacionada con la producción 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. 
o  

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 página web la siguiente información para el MRC ERM-
BC403- Cucumber [35]. Desde donde se podría establecer que una incertidumbre objetivo para la 
homogeneidad de un MR de residuos de plaguicidas podría ser 5.11 %, la cual es la máxima incertidumbre que 
ellos obtuvieron para este material. Es importante señalar que esto aplicaría si el material que se produce 
dentro del laboratorio tiene características similares en cuanto a:  
 

o Tipo de procesamiento y envasado del material 
o Tipo de matriz 
o Tipo de analito 
o Concentración del analito. 

 
Nótese que se estableció una incertidumbre objetivo para homogeneidad empleando el valor más alto de 
incertidumbre y no el promedio de las incertidumbres. Lo anterior, se realizó considerando que se requiere 
establecer una incertidumbre objetivo para un MR “in-house” y no un MRC.
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Anexo 2: Estudio de uso 
 
En el caso de materiales de referencia que puedan ser empleados múltiples 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:  
 

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

• Si se cuenta con el estudio de homogeneidad entre unidades y la uhom entre es muy baja, se puede tomar 
una sola unidad para realizar este estudio.  

• Se debe contar con un método acorde con las recomendaciones del numeral 2.3.4  
• Se recomienda realizar el estudio a través de un diseño isócrono.  
• Evaluar un intervalo de tiempo razonable y que sea coherente con la cantidad disponible.  

 
A continuación, se da un ejemplo de cómo realizar este estudio para un material de referencia que contiene 
cerca de 50 g y en la rutina se emplean cerca de 7 g para cada medición.  
 

• Se toman dos unidades al azar. 
• Una de las unidades se almacena en las condiciones de referencia seleccionadas, por ejemplo -20 ºC. 
• La segunda unidad se abre y se toma una alícuota de cerca de 8 g de acuerdo con las indicaciones o al 

protocolo establecido.  
• Se almacena la alícuota en las condiciones de referencia, asegurándose que el recipiente sea hermético 

y el material no se expondrá a condiciones de humedad altas. 
• La unidad abierta, se cierra nuevamente (de acuerdo con las indicaciones) y se almacena la unidad que 

se abrió en las condiciones de almacenamiento, por ejemplo – 4 ºC. 
• Pasado un tiempo, por ejemplo 3 días, se toma una nueva alícuota de la unidad abierta previamente y 

se repiten los pasos c, d y e. 
• Se repite el paso f hasta que el material se agote.  
• Una vez se termine el MR, se retiran todas las alícuotas y la unidad almacenada en el literal b de las 

condiciones de referencia. 
• Se miden todas las alícuotas de acuerdo con el procedimiento seleccionado. 
• Se realiza un análisis de regresión (respuesta o concentración vs tiempo) para evaluar si existe una 

tendencia significativa. 
Nota 1: en el caso en que la regresión no sea significativa, se puede asumir que la incertidumbre 
asociada a uso es igual a cero (uuso= 0). 
Nota 2: en el caso en que la regresión sea significativa se debe estimar la incertidumbre, de acuerdo 
con las recomendaciones del numeral 2.4.
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Anexo 3: Insumos sugeridos para la 
preparación de materiales de referencia 

in-house 
 
A.3.1 Equipos 

o Balanza analítica con resolución mínima de 0.1 mg 
o Balanza con división de escala mínima de 0.01 g 
o Horno o estufa de secado convencional: horno de convección y de calentamiento eléctrico, con 

capacidad de alcanzar 100 °C, de manera tal que permita controlar que la variación de temperatura 
durante el secado no exceda los 5 °C. 

o Extractor, licuadora o molino con cuchilla de fresada plana 
o Procesador de alimentos 
o Tamiz de 500 µm y 750 µm 
o Batidora de pedestal con tazón y cuchillas metálicas 
o Cuchillo 
o Termohigrómetro 
o Ultra congelador 
o Refrigerador 
o Liofilizadora con capacidad suficiente 
o Cabina de flujo laminar 
o Cabina de extracción 

  
A.3.2 Materiales 

o Recipientes de aluminio para secado 
o Recipientes plásticos con tapa, de capacidad suficiente para la preparación y homogenizado del 

material 
o Recipientes de vidrio, PTFE o PEAD, para la preparación de las soluciones  
o Frascos plásticos ámbar (deben ser irradiados con luz ultravioleta (UV)) con tapa. 
o Bolsas aluminizadas con selle hermético 
o Hielo seco 

  
A3.3 Reactivos 

o  Acetona 
o Agua ultrapura 
o Soluciones madre de plaguicidas preparadas a partir de estándares analíticos con pureza > 95%, 

preparados en solvente adecuado para asegurar completa solubilidad 
 
A3.4 Preparación solución conservante 
 
 La solución conservante corresponde a la mitad de la cantidad de pulpa fresca obtenida en un porcentaje del 
70%, con una composición de 10% de ácido ascórbico y 0.1% de metabisulfito de sodio disueltos en agua 
ultrapura.
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Anexo 4: Incertidumbres por 
homogeneidad para los MR in-house  

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

Analito 
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% 1.017% 
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Anexo 5: Detección de datos anómalos 
usando ValidaR 

 
El aplicativo ValidaR incorpora la prueba de Dixon y Grubbs para la detección de datos anómalos, y de manera 
simultánea realiza la evaluación del supuesto de normalidad de los datos, empleando las pruebas de Shapiro-
Wilk y Anderson-Darling.  
 
A continuación, se presenta un ejemplo de su uso para esta evaluación empleando el siguiente conjunto de 
datos:  

 
 

• Copiar y pegar los datos en el aplicativo en la sección “Inicio, ingreso de datos”, usando una columna 
para el grupo de datos de cada unidad. 
Nota: la evaluación puede ser realizada también sobre todo el conjunto de datos, empleando una 
única columna.  

 
 

• Seleccionar la serie de datos a evaluar (columna) en la sección “Normalidad y datos anómalos” y nivel 
de confianza a la que se verificará el supuesto de normalidad y la ausencia de datos anómalos, se 
sugiere realizar esta evaluación al 95% y/o 99% de nivel de confianza.  
 

https://validar.inm.gov.co/validaR/
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• Oprimir “Calcular pruebas estadísticas”, el aplicativo arrojará una salida con los resultados de las 

diferentes pruebas de inspección de datos: supuesto de normalidad y ausencia de datos anómalas por 
los enfoques de Grubbs y Dixon. 
 

 
 
El aplicativo, presenta como resultados los valores de probabilidad para cada prueba y su respectiva 
conclusión. Para el caso de los datos anómalos, la prueba de Grubbs evalúa dos datos anómalos en un extremo 
o en cada uno los dos extremos de un grupo de datos, mientras que la prueba de Dixon evalúa si el dato mayor 
o menor en un extremo en un grupo de datos resulta ser un dato anómalo. 
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Anexo 6: Código para diseño de bloques 
completamente al azar 

 
# Instalar la librería 'readxl' si no está instalada 
if (!require(readxl)) { 
install.packages("readxl") 
} 
 
# Cargar la librería '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) 




	AGRADECIMIENTOS
	1. MARCO CONCEPTUAL
	2. GENERALIDADES EN LA PRODUCCIÓN DE MATERIALES DE REFERENCIA
	3. ASPECTOS PRÁCTICOS EN LA PRODUCCIÓN  DE MR
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS
	Anexo 1: Incertidumbre objetivo
	Anexo 2: Estudio de uso
	Anexo 3: Insumos sugeridos para la preparación de materiales de referencia in-house
	Anexo 4: Incertidumbres por homogeneidad para los MR in-house
	Anexo 5: Detección de datos anómalos usando ValidaR
	Anexo 6: Código para diseño de bloques completamente al azar

