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1. Introduccién

1.1. Sistemas de Gestion de la Calidad
La implantacién de Sistemas de Gestion de la Calidad constituye una practica generalizada en el
ambito empresarial. Las razones que pueden justificar este hecho son muy variadas, abarcando
desde los aspectos vinculados a la disminucién de costos e incrementos en la productividad,
hasta aquellos otros relacionados con la necesidad de estandarizar el conjunto de procesos que
permitan regular y controlar las actividades y funciones que se realizan en el seno de una

empresa.

En este contexto los laboratorios de analisis fisico-quimico deben considerarse como una
empresa cuyo objetivo general es producir informacidn analitica que permita adoptar decisiones
para resolver problemas planteados por la sociedad, la industria o un cliente en particular. Asi
pues, la calidad de la informacién que se genera en los laboratorios es decisiva, y de ahi que los

laboratorios analiticos no puedan obviar la calidad. (Compafié R., Rios A., 2002)

Actualmente, la ISO (Organizacién Internacional de Normalizacion), a través de la norma 1SO
9001:2015 define la calidad como el “grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes
de un objeto cumple con los requisitos” y afiade en una nota de entrada que el término “calidad”
puede utilizarse acompanado de adjetivos tales como pobre, buena o excelente. Teniendo en
cuenta las definiciones que propone la propia norma de “caracteristicas”, “objeto” y “requisitos”
la calidad podria definirse como: “grado en que un conjunto de rasgos diferenciadores
inherentes a un producto, servicio, proceso, persona, organizacion, sistema o recurso, cumple

con unas necesidades o expectativas establecidas, generalmente implicitas u obligatorias”.

(Compafié R., Rios A., 2002)

Los laboratorios deben establecer, desarrollar y poner en marcha una serie de actuaciones
planificadas y sistematicas que permitan demostrar y proporcionar fiabilidad y validez a los
resultados de su actividad, es decir, a los resultados de las determinaciones analiticas que

realizan. (Morillas, 2012)

La gestion de la calidad se entiende como un conjunto de actividades para dirigir y controlar un
laboratorio en lo referente a la calidad. En la gestion de la calidad se deben definir los objetivos,
la planificacién, el control y el aseguramiento de la calidad. En resumen, un sistema de gestion

de la calidad debe:

» determinar las necesidades del cliente o parte interesada para satisfacerlas,



> establecer los objetivos de la calidad,
» planificar los procesos para cumplir los objetivos,
> establecer y aplicar métodos para medir la eficacia y eficiencia de cada proceso,

» establecer los medios necesarios para evitar no conformidades y eliminar sus causas

en caso de aparecer,

» definir y aplicar un método para la mejora continua del sistema de gestion de la

calidad.

La serie de normas ISO 9000 constituye un conjunto de normas que proponen modelos
genéricos para la implantacidon y el mantenimiento de sistemas de gestion de la calidad. En
concreto, la norma I1SO 9001 contiene los requisitos de los Sistemas de Gestion de la Calidad.
Esta norma internacional recoge todos los requisitos que debe cumplir el sistema de gestidn de
la calidad de una organizacién para asegurar la calidad de sus productos o servicios. Una de las

entidades certificadoras en Espafia es AENOR, que ademas es la entidad de normalizacion.

La certificacion es el procedimiento por el cual un organismo autorizado, verifica que una
organizacion tiene un sistema de gestidon conforme a las exigencias de una norma o de unas

especificaciones técnicas.

La acreditacioén es el procedimiento mediante el cual un organismo autorizado reconoce que
una organizacion es competente para la realizacidon de una determinada actividad de evaluacion

de conformidad.

La certificacion evalUa los procesos y la gestion de la organizacidén, mientras que la acreditacion

realiza pruebas de la capacidad técnica.

La Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) es el organismo que establece y mantiene el sistema
de acreditaciéon a nivel nacional, siguiendo en todo momento las politicas y recomendaciones
establecidas por la Union Europea. Es la Unica entidad que puede acreditar una actividad en

Espafia.

Una de las ventajas de que un laboratorio de ensayo esté acreditado para la determinacién de

uno o varios analitos en las matrices correspondientes, es que se asegura la calidad técnica de

los resultados analiticos obtenidos al analizar las muestras.



1.2. UNE-EN ISO/IEC 17025:2017

La norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 es la norma utilizada por los laboratorios de ensayo (no
clinicos) y calibracién que manejan un Sistema de Gestién de Calidad como norma de referencia
para implantary obtener la acreditacion. En esta norma se recogen los requisitos para demostrar
la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracidn. La acreditacién no se concede al
laboratorio de forma genérica, sino que se concede para actividades especificas concretadas en

el alcance de acreditacion.

Dicha norma contiene dos secciones principales: requisitos de gestidn y requisitos técnicos. Los
requisitos de gestidn se relacionan principalmente con la operacion y eficiencia del sistema de
gestién de calidad dentro del laboratorio. Los requerimientos técnicos tratan sobre la
competencia del personal, seleccién y validacion de métodos de calibracién o ensayo, requisitos
de trazabilidad metroldgica y de equipos. Esta norma estd alineada con los requerimientos de la
ISO 9001, por tanto, toda organizacién que cumple con los requerimientos de I1SO 17025
también cumple con los requerimientos de ISO 9001, aunque no al contrario (Macas Acurio,
2011). El hecho de que un laboratorio cumpla con la ISO 9001 no implica que esté certificado

segun dicha norma. Para ello es necesario un proceso de certificacion de forma independiente.

La UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 es un documento desarrollado para fomentar la confianza en la
capacidad para generar resultados validos y trabajar de forma competente de los laboratorios

de analisis.

1.2.1. Requerimientos de gestién
En el apartado 8 de la norma se detallan los requerimientos de gestién: control de documentos
y registros, mejora, acciones para abordar riesgos y oportunidades, acciones correctivas,

auditorias internas y revision por la direccion.

En la norma se establece la necesidad de implementar y mantener un sistema de gestién que
opere conforme a la norma ISO 9001, proporcionando para ello dos opciones para el desarrollo
del sistema de gestion y para el cumplimiento de los requisitos generales y los requisitos del

proceso.

Opcidn A: establecer un sistema de gestiéon de la calidad que cumpla con los
requerimientos de gestidon indicados explicitamente.

Opcidn B: esta opcidn es para los laboratorios que ya tienen establecido y mantienen un
sistema de gestidn de la calidad bajo la ISO 9001, ya que se supone que en esta norma

se contemplan dichos requerimientos.



1.2.2. Requerimientos técnicos
El objetivo de los requerimientos técnicos es evaluar la capacidad técnica del laboratorio. La
norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 en los apartados 5, 6 y 7 indica los requisitos relativos a la

estructura, los recursos y al proceso.

En cuanto a los requisitos de estructura éstos definen y documentan el alcance y estructura que
permite al laboratorio garantizar su competencia técnica, la eficacia del sistema y su integridad

en todo momento.

Respecto a los requisitos relativos a los recursos, el laboratorio debe contar con personal,
instalaciones y equipamiento suficientes y adecuados para llevar a cabo las gestiones vy

actividades propias del laboratorio.

El personal del laboratorio debe trabajar conforme al sistema de gestién del laboratorio, debe
ser competente y estar cualificado para las actividades que va a realizar y desde la direccion se

les debe comunicar sus tareas y responsabilidades.

Tanto las instalaciones del laboratorio como las condiciones ambientales deben ser tales que,
aseguren que no afectan negativamente a la validez de los resultados, debiendo estar

documentados los requisitos necesarios para realizar las actividades del laboratorio.

El laboratorio debe disponer de todo el equipamiento necesario para llevar a cabo sus
actividades. Parte de ese equipamiento son los equipos de medicidn, que deben estar calibrados
cuando la exactitud o la incertidumbre de medicidon afectan a la validez de los resultados o

cuando es necesario determinar la trazabilidad metroldgica.

La trazabilidad metroldgica es la propiedad de un resultado de medida por la cual éste puede
relacionarse con una referencia mediante una cadena ininterrumpida y documentada de

calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la incertidumbre de medida (VIM, 2012).

En los requisitos del proceso en general la norma define criterios para la seleccion, verificacion
y validacién de los métodos analiticos y para la seleccidn de los procedimientos de muestreo y
manipulacion de items. Ademads, se definen las caracteristicas que deben cumplir los registros
técnicos, la evaluaciéon de la incertidumbre, las actividades de aseguramiento de la validez de
los resultados, asi como los informes de ensayo, declaraciones de conformidad y opiniones e

interpretaciones que puedan incluirse en ellos.



1.2.2.1. Aseguramiento de la validez de los resultados
La norma UNE-EN ISO/IEC 17025 en su apartado 7.7 trata sobre las actividades de control de la
calidad. En él se indica que el laboratorio debe disponer de procedimientos de control, que los
resultados obtenidos en estos controles deben registrarse con objeto de detectar posibles
tendencias anémalas y que, siempre que sea posible, deben aplicarse técnicas estadisticas para

analizarlos. Entre las posibles actividades de control estan:

a) Uso de materiales de referencia o materiales de control de calidad

b) Analisis de muestras estables analizadas anteriormente

c) Repeticién del ensayo o calibracién utilizando los mismos métodos o diferentes

d) Comprobacidn de la coherencia de los resultados para distintas caracteristicas de la
muestra.

e) Participacidn en ensayos de intercomparacion o ejercicios de aptitud. Controles

externos.

En cuanto a esta ultima actividad, el laboratorio debe hacer un seguimiento de su desempefio

mediante comparacién con los resultados de otros laboratorios.

Los programas de control externo se basan en la aceptacion, por parte de diversos laboratorios,
de llevar a cabo unos analisis bajo la coordinacién de una organizacion. El alcance de estos
esquemas puede variar desde simples acuerdos que involucran el intercambio de materiales de
referencia entre laboratorios, hasta extensos programas nacionales e internacionales, que

pueden incluir decenas de laboratorios. Los ejercicios intercomparacién pueden ser:

e Ensayos de aptitud: permiten evaluar la capacidad de los laboratorios para generar
resultados con un nivel aceptable de competencia. Se trata de un programa sistematico
de pruebas en que un grupo de laboratorios analiza muestras de composicién conocida.
Basicamente en estos ejercicios se lleva a cabo una evaluacion del sesgo y de la precision
de los resultados generados por los laboratorios. Sirven también para ayudar a
identificar errores y necesidades de capacitacion del personal del laboratorio.

e Ejercicios colaborativos: tienen por finalidad la validacion de métodos analiticos. En
determinadas ocasiones el objetivo es mejorar un método que ya existe, pero que no
parece apropiado para una determinada finalidad. Una vez que la organizacién
establece el método, todos los laboratorios tienen que seguir de forma estricta un
protocolo previamente consensuado y aplicar el mismo procedimiento analitico con el

fin de determinar las caracteristicas de funcionamiento.



Las etapas de ejecucidn que se llevan a cabo en los ejercicios de intercomparacion por parte del

organizador son:

1. Convocatoria del ejercicio. Deberd detallarse el objetivo del ejercicio, las condiciones de
participacién, analito, matriz, etc.

2. Envio del protocolo de trabajo y del material.

3. Recepcion de resultados de los participantes.

4. Tratamiento estadistico y de gestiéon de los resultados recibidos de los laboratorios
participantes.

5. Emisidn del informe final.

El criterio mas habitual para la evaluacidn de los laboratorios que participan en el ejercicio de

intercomparacién es la puntuacién Z-score:
Z = (x; _xref)/s Ec. 1

donde x; es el resultado obtenido por cada laboratorio, x;..r el valor de referencia asignado y s

la desviacion tipica del conjunto de resultados no discrepantes del ejercicio. (Martin V., 2012).

Los resultados del laboratorio serdn satisfactorios cuando el valor Z-score se encuentre entre -
2,00 y +2,00. El valor del resultado sera cuestionable cuando 2<|Z|<3. Se concluird que el

resultado del laboratorio no es satisfactorio cuando |Z|>3.

Cuando el laboratorio presenta resultados cuestionables o insatisfactorios se debera identificar

y documentar el problema y aplicar las medidas correctoras pertinentes.

1.3. Verificacidon y validacion de métodos analiticos

1.3.1. Verificacién de métodos
En el apartado 7.2 de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 se indica que el laboratorio debe
usar métodos y procedimientos adecuados para todas las actividades que realiza. Cuando por
parte del cliente no queda especificado el método a utilizar se recurrird a métodos publicados
en normas internaciones, regionales o nacionales o por organizaciones técnicas reconocidas,
textos o revistas cientificas, especificaciones del fabricante del equipo, o incluso se pueden

utilizar métodos desarrollados por el laboratorio o modificados.

El laboratorio debe verificar los métodos normalizados que utilice, antes de ser utilizados,
entendiendo por verificacion la “aportacidon de evidencia objetiva de que un elemento dado
satisface los requisitos especificados” (VIM, 2012). No debe confundirse con el término

calibracién, que hace referencia a las operaciones que establecen una relacién entre dos



medidas, con sus incertidumbres de medida, a partir de patrones. El VIM define calibracién
como la “operacion que bajo condiciones especificadas establece, en una primera etapa, una
relacidn entre los valores y sus incertidumbres de medida asociadas obtenidas a partir de los
patrones de medida, y las correspondientes indicaciones con sus incertidumbres asociadas y, en
una segunda etapa, utiliza esta informacion para establecer una relacién que permita obtener

un resultado de medida a partir de una indicacién”.

1.3.2. Validacion de métodos
La validacién de un método consiste en confirmar, a través del examen y aportacién de
evidencias objetivas de que dicho método cumple los requisitos particulares para un uso

especifico previsto.
Se establece que el laboratorio debe validar:

e Métodos no normalizados: aquellos métodos nuevos, los métodos desarrollados por el
laboratorio o aquellos que han venido siendo utilizados tradicionalmente por el
laboratorio pero que no estan normalizados.

e Métodos normalizados que han sido modificados significativamente o usados fuera del

alcance de aplicacion indicado en ellos.

Los métodos normalizados ya han sido validados por lo que, como se menciona en el apartado
anterior, es suficiente con que cada laboratorio verifique que es capaz de aplicarlos alcanzando
las caracteristicas de funcionamiento indicadas en la validaciéon del método para sus usos

establecidos.

Existen diferentes técnicas para la validacion de un método. En la NOTA 2 del apartado 7.2.2.1
de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 se nombran las siguientes técnicas, siendo necesario

utilizar una o una combinacién de varias de ellas:

a) Calibraciéon, evaluacién del sesgo y precisién utilizando patrones de referencia o
materiales de referencia.

b) Evaluacién de la incertidumbre de medicién de los resultados.

c) Evaluacién sistematica de los factores que influyen en el resultado.

d) Robustez del método de ensayo a través de la variacidn de parametros controlados.

e) Comparacion de los resultados obtenidos con otros métodos validados

f) Ejercicios de intercomparacién con diferentes laboratorios.
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1.3.2.1. Parametros de la validacion
La norma UNE-EN ISO/IEC 17025 en la nota del apartado 7.2.2.3 hace referencia a las

caracteristicas de desempefio que pueden ser definidas para los métodos validados.

Linealidad e intervalo de medicion
La linealidad hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracidn de analito y la medida
obtenida. La determinacion del intervalo lineal se realiza a través de la recta de calibrado

teniendo en cuenta el coeficiente de regresidn, que expresa la desviaciéon del modelo lineal.

Cuando un método se utiliza para una determinacidn cuantitativa es necesario definir el

intervalo de concentracidn del analito donde el método puede ser aplicado.

El intervalo de medicidn es el intervalo de trabajo en el cual el método proporciona resultados
con las caracteristicas requeridas. El extremo inferior del intervalo de trabajo estd determinado
por el limite de cuantificacidn. El extremo superior del intervalo de trabajo estd definido por las
concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad analitica.

(Morillas P. et al. 2016)

Sensibilidad
La sensibilidad es la variacidn de la respuesta del instrumento que corresponde a una variacién
de la magnitud medida (Morillas P. et al., 2016) . Se dice que un método es sensible cuando una

pequefia variacion de la concentracion determina una gran variacién de la respuesta.

Selectividad del método
Se entiende por selectividad la capacidad de un método para determinar un analito en particular

de forma que no se vea afectado el resultado por la presencia de otras sustancias.

Limite de deteccién y limite de cuantificacién

El limite de deteccién se define, segun el VIM, como valor medido, obtenido mediante un
procedimiento de medida dado, con una probabilidad B de declarar erréneamente la ausencia
de un constituyente en un material, dada una probabilidad a de declarar erréneamente su

presencia. La IUPAC recomienda por defecto los valores de a y B iguales a 0,05.

El limite de cuantificacion es la concentracidn minima de analito cuantificable por el método de
ensayo con un nivel de repetibilidad, precisidn y exactitud determinado. La sefial producida debe

ser lo suficientemente grande como para distinguirse de un blanco.

11



Veracidad. Sesgo y recuperacion

La veracidad de una medida es una expresidn de la proximidad de la media de un nimero infinito
de resultados a un valor de referencia. Puesto que realizar un nimero infinito de medicines es
imposible, se realiza una evaluacién practica de la veracidad mediante la determinacién del

sesgo.

La determinacién del sesgo se basa en la comparacién del valor medio de los resultados (X)
obtenidos por un método con su valor de referencia (Xr.f). Para que el sesgo esté definido en
todo el intervalo de trabajo se debe estudiar para diferentes concentraciones de analito

comprendidas dentro dicho intervalo.

El sesgo puede expresarse en términos de error absoluto

Error absoluto = x — X ref Ec.2
0 como porcentaje
isn (97) = %X
Recuperacion (%) = Xrer 100 Ec.3
Sesgo (%) = 100- Recuperacion Ec.4

Precision: repetibilidad y reproducibilidad
La precisidn se define como la proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos
en mediciones repetidas de un mismo objeto, bajo condiciones de repetibilidad o

reproducibilidad.

La “precision de repetibilidad” es aquella que se obtiene cuando se realizan mediciones
repetidas con el mismo procedimiento de medida, mismo equipo, mismo analista y lugar en un
corto periodo de tiempo. Esta condicion de precisién se denomina también, en procesos

anidados “precision intra-serie”.

La “precision de reproducibilidad” es la que se obtiene bajo condiciones de medida diferentes:

diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos y laboratorios distintos.

Se habla también de “la precisidon intermedia” que es aquella precision obtenida por la
realizaciéon de las medidas en un mismo laboratorio, en condiciones similares a las de
reproducibilidad. En procesos anidados la precision intermedia se suele denominar “precision

inter-serie”.
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La precision se puede determinar a través de la desviacidn tipica relativa (RSD):

RSD (%) = % . 100 Ec5

donde s es la desviacion tipica del conjunto de mediciones cuyo valor dependera de si se han

establecido condiciones de repetibilidad, reproducibilidad o precisién intermedia.

Exactitud
En el VIM se define exactitud como la proximidad entre un valor medido y un valor verdadero
de un mensurando. El concepto de “exactitud de medida” no es una magnitud y no se expresa

numéricamente.

La exactitud de los resultados evalla los efectos sistematicos y aleatorios a través de los

pardmetros de veracidad y precision.

A continuacidn, se muestra la relacion entre los conceptos que definen la exactitud (figura 1).

Figura 1. Esquema de las relaciones entre algunos conceptos utilizados para describir la calidad de los resultados de
medicion (Menditto, et al. 2007)

Tipo de error Parametro Medida cuantitativa
Error sistematico WVeracidad Sesgo
—_— e
Error (total) Exactitud Incertidumbre de

— S— medida

Error aleatoric Precision Desviacion estandar
- = — Reptibilidad

Reproducibilidad

Incertidumbre de medida

La incertidumbre es un intervalo asociado a un resultado de medida que expresa el conjunto de
valores que razonablemente pueden atribuirse a la magnitud que se estd midiendo. Una
estimacion de la incertidumbre debe tener en cuenta todos los efectos conocidos que afectan
al resultado. Laincertidumbre debe considerar todas las posibles fuentes de error de un proceso

de medida.

13



La evaluaciéon de cada contribucidn individual a la incertidumbre puede ser de dos tipos:

Tipo A: es una estimacidén experimental obtenida a partir de distribuciones estadisticas de

mediciones y caracterizada por desviaciones tipicas.

Tipo B: es una estimacion tedrica obtenida a partir de certificados de calibracién, manuales del

instrumento de medicidn, etc.

La estimacidon de la incertidumbre de medicién se realiza mediante la aplicaciéon de la
propagacion de errores combinando las incertidumbres individuales. Es lo que se denomina
incertidumbre combinada (u). Si la relacién entre cada contribuciéon individual es desconocida

se suman las incertidumbres individuales cuadraticamente.

La incertidumbre expandida (U) es aquella que proporciona un intervalo en el que se cree que
esta el valor del mensurando con un nivel de confianza dado, normalmente mayor que el de la
incertidumbre combinada. Se calcula multiplicando la incertidumbre combinada por el factor k.
Este factor k viene determinado por el nivel de confianza, asi, para un nivel de confianza del

95%, el mas habitual, el valor de k es dos.

En los métodos de ensayo de medida directa se puede identificar y cuantificar cada fuente de
error individual que conlleva el procedimiento analitico. Si la estimacidn de la incertidumbre del
procedimiento analitico se realiza a través del andlisis de cada fuente de incertidumbre se habla
de enfoque “de abajo a arriba”. Si la estimacién de la incertidumbre se realiza a partir de datos
de medida obtenidos en condiciones de la mayor variabilidad posible, pero sin conocer
exactamente todos los factores que pueden afectar ni cdmo lo hacen, se habla de enfoque “de

arriba abajo”. Es el caso mas habitual en los ensayos quimicos.

Segun este ultimo enfoque la estimacion de la incertidumbre expandida, U, (para un nivel de

confianza del 95%) se calcula a partir de la siguiente férmula:

_ 2 2
Ulx)=2- \/u(Asesgo) + U(sprecision) Ec.6

en la que u%Asesgo) es la contribucion a la incertidumbre debida al sesgo y por lo tanto
relacionada con el error sistematico y u&precisién) es la contribucién a la incertidumbre debida

a la imprecision y por tanto al error aleatorio de la medida.
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Robustez
La robustez es una medida de la capacidad de un método analitico para permanecer inalterado
por pequefias variaciones deliberadas de los pardmetros del método y proporciona una

indicacion de la fiabilidad durante su uso normal (Solis Y., 2013).

El estudio de la robustez lleva consigo la identificacion de los factores del método que pueden
afectar a los resultados. Cuanto mas robusto es un método menos se afectaran los resultados

frente a una modificacion de las condiciones del analisis.

1.3.3. Proceso de validacion

La validacién de un método debe ser un proceso planificado (figura 2).

La primera etapa consiste en establecer un procedimiento detallado del modo de ejecucion del
método que se va a validar, ya que debe ser ejecutado de forma estricta durante la validacién.
Dependiendo de la forma en la que el laboratorio ejecute el método obtendrd unas
caracteristicas de desempefio u otras. Por ello debe quedar fijado mediante la puesta a punto

previa a la validacion.

A continuacién, se debe planificar el proceso de validacidn con el mayor detalle posible
plasmandolo en un protocolo que permita entender todas y cada una de las decisiones tomadas
para poder declarar la validez del método. Un contenido tipico de un protocolo de validacidon es

el siguiente:

1. Planteamiento del objetivo de la validacién

2. Necesidad analitica. Descripcion de la necesidad de validar el método para el objetivo
indicado.

3. Preparacion previa. Condiciones necesarias del equipo y materiales utilizados.
Antecedentes de utilizacién del método a validar.

4. Requisitos de validacion. Requisitos que deben cumplir los pardmetros de validacién
segln el uso que se le vaya a dar al método (pueden ser requisitos legales, contractuales,
de cliente, etc.).

5. Disefo experimental de la validacion.

6. Obtencién de los datos experimentales, de acuerdo al disefio anterior.

7. Tratamiento estadistico de datos. Obtencidn los valores propios del laboratorio para los
pardmetros de validacion

8. Declaracion de validez del método. El certificado de validacion es un documento que

emite él con las caracteristicas de funcionamiento del método tal y como se ejecuta en
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el laboratorio frente a los requisitos de validacidon y que debe ser firmado por las

personas responsables.
Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de validacion.

Desarrollo del
procedimiento de rutina

Protocolo de validacién

Realizacién experimental
de la validacién

Evaluacion de resultados
analiticos

Certificado de validacién

2. Planteamiento del problema

2.1. Nitritos

El nitrito es un ion de origen natural que forma parte del ciclo del nitrégeno que es un nutriente
vital tanto para plantas como para animales. En el medio ambiente, existe como éxido nitrico
(NO), nitrito (NOy) y nitrato (NOs’). Estos compuestos estan siempre presentes en muestras

cotidianas, como muestras ambientales, alimentarias y biolégicas.

La presencia de nitritos en las aguas de consumo humano puede deberse a una oxidacién
incompleta del amoniaco o a la reduccidn del nitrato existente por accién bacteriana. El nitrito

en aguas puede ser un indicativo de contaminacién de caracter fecal.

El principal mecanismo de toxicidad de los nitritos es la oxidacidn del ion ferroso a ion férrico, lo
que puede producir metahemoglobinemia, efectos cardiovasculares y efectos respiratorios
(Pacheco, J., Pat Canul, R., Cabrera A., 2002). El nitrito puede reaccionar con las aminas en el

cuerpo humano para formar nitrosaminas, con potenciales efectos cancerigenos.

Es, por las razones antes mencionadas, deseable un método analitico simple y sensible para la

monitorizacion y analisis de rutina de nitritos en aguas de consumo humano.
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2.2.Aguas de consumo humano
De acuerdo con el Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero, las aguas de consumo humano son
todas aquellas aguas, ya sea en su estado original, ya sea después del tratamiento, utilizadas
para beber, cocinar, preparar alimentos, higiene personal y para otros usos domésticos, sea cual
fuere su origen e independientemente de que se suministren al consumidor, a través de redes

de distribucién publicas o privadas, de cisternas, de depdsitos publicos o privados.

También se consideran aguas de consumo humano las utilizadas en la industria alimentaria para
fabricacion, tratamiento, conservacién o comercializacidon de productos o sustancias destinadas
al consumo humano, asi como también las destinadas a la limpieza que puedan estar en

contacto con los alimentos.

2.3. Marco legal

El Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero establece los criterios sanitarios de la calidad del agua

de consumo humano.

Concretamente un agua cumple con los criterios sanitarios para considerarse de consumo
humano cuando no contiene ningun tipo de microorganismo, parasito o sustancia en una
cantidad o concentracién que suponga un riesgo para la salud humana cumpliendo con los
requisitos especificados en las partes Ay B del Anexo I. Establece adem3s los criterios sanitarios
y el control que deben tener las instalaciones suministradoras de agua desde su captacion hasta
el consumidor, para garantizar la salubridad, calidad y limpieza de ésta con el fin de que las

personas no sufran los efectos adversos derivados de cualquier tipo de contaminacion.

En el Anexo | B del RD 140/2003 se indican los valores paramétricos requeridos para el agua de

consumo humano referente al nitrito (tabla 1).

Tabla 1. Parémetros quimicos Real Decreto 140/2003 Anexo |

Parametro Valor paramétrico (mg de NO,/I)
Nitritos en Red de distribucidn 0,5
Nitritos en la salida de la ETAP* 0,1

*Estacion de tratamiento de agua potable

El Real Decreto dispone que los valores referidos en la tabla 1 serdn el resultado de un método
de analisis que permita medir concentraciones con un limite de cuantificacién igual o inferior al
30%. Asi mismo se establece que la incertidumbre de medida permitida es un 20% del valor
paramétrico mientras que los resultados caracteristicos minimos respecto a sesgo, precisién y

limite de deteccidn son de un 10% respecto al valor paramétrico.
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En el articulo 16 del Real Decreto se establece que todo laboratorio publico o privado que realice
determinaciones para los andlisis de todo tipo comprendidos en el autocontrol, vigilancia
sanitaria o grifo del consumidor, debera implantar un sistema de calidad y validarlo ante una

unidad externa de control de calidad, que realizara periédicamente una auditoria.

2.4. Planteamiento del problema analitico
En este trabajo se busca disefiar y validar un método de ensayo segun las directrices de la norma
UNE-EN ISO/IEC 17025:2017. El método de ensayo propuesto es un método colorimétrico para

la determinacidn de nitritos en aguas.

El método que se quiere validar es el Spectroquant® Test en cubetas Nitritos, un kit comercial
de laboratorios Merck. El test se fundamenta en una técnica colorimétrica, basada en la medida
de la absorcién de radiacién en la zona visible del espectro electromagnético por sustancias
coloreadas. Los iones nitrito forman con el acido sulfanilico en medio acido una sal de diazonio
que reacciona con el diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina generando un colorante azoico
violeta rojizo. La concentracion de nitrito es directamente proporcional a la concentracién de

este colorante.

El método de ensayo esta desarrollado para la determinacidn de nitritos en aguas subterraneas,
potables, superficiales de mar y residuales, asi como para alimentos y suelos tras una
preparacion adecuada de la muestra (MERCK, 2019). Sin embargo, sélo se desea validar el

método para la matriz aguas de consumo.

3. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo fin de master es la validacidon de un método analitico, segun
la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017, para la determinacion de nitritos en aguas de consumo

de acuerdo con los requisitos establecidos en Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero.
Para conseguir este objetivo general se plantean los siguientes objetivos parciales:

Elaboracién de un procedimiento de rutina del ensayo o instruccién técnica incluyendo
los registros, hojas de calculo e informe de ensayo.

Elaboracién de un procedimiento de validacion.

Tratamiento estadistico de los resultados obtenidos por el laboratorio agroalimentario
aplicando el procedimiento de validacidn disefiado.

Evaluaciéon de los resultados obtenidos y emision de la declaracion de validez o

certificado de validacion del método.
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Ademas de estos objetivos experimentales, cabe afadir los siguientes objetivos académicos:

Conocer y manejar con soltura la norma de calidad por la que se rigen los laboratorios
de analisis.

Conocer algunos ensayos que se utilizan actualmente en laboratorios agroalimentarios.
Aproximarse al entorno laboral enfrentdndose a una tarea habitual en el ambito de la

profesion en la que se enmarca el master utilizando datos reales.

4. Desarrollo experimental

El trabajo experimental se desarrollé conforme al diagrama de flujo del proceso de validaciéon
(figura 2) por lo que se ha estructurado de forma que cada uno de los apartados siguientes

corresponda con las etapas recogidas en dicho diagrama.

4.1. Procedimiento de rutina e informe de ensayo

Es necesario comenzar por establecer y documentar el procedimiento de rutina utilizado en el
laboratorio. El procedimiento de rutina es el protocolo normalizado de trabajo que se debera
seguir siempre que se realice el analisis. En él se detalla todo lo necesario para la correcta
ejecucién de un ensayo, fundamento del método, materiales y equipos necesarios, descripcion
paso a paso de cada etapa del andlisis, calculos y registro de datos, control de calidad, entre

otros.

En un laboratorio es necesario que el material y el equipo utilizado para el analisis esté verificado
y calibrado, por lo que se ha desarrollado ademas un registro para la verificacion del
espectrofotdmetro y para las pipetas que se utilizardn en el procedimiento de rutina. La norma
UNE-EN-ISO 8655 de los aparatos volumétricos accionados mediante piston en su Parte 2 (UNE-
EN ISO 8655-2) describe los requisitos que debe cumplir las pipetas tipo piston y en la Parte 6
(UNE- EN ISO 8655-6) de la norma se detalla el procedimiento necesario para llevar a cabo la
verificacion de las pipetas. Siguiendo las especificaciones de esta norma se realizé la hoja de

calculo incluida en el procedimiento de rutina (figura 4 del procedimiento de rutina).

El procedimiento de rutina se elaboré siguiendo los requisitos que establece la norma UNE-EN
ISO/IEC 17025:2017 y se tuvieron en cuenta el manual de funcionamiento del equipo y del kit
utilizado, asi como la norma UNE-EN 1SO5667-3:2018 sobre la conservacion y manipulacion de

las muestras de agua.

El procedimiento de rutina elaborado se muestra en los apartados siguientes. Se incluye tal y

como apareceria en la documentacidn del laboratorio, es decir, como texto independiente y por
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tanto, la numeracién de tablas y figuras no sigue la correlacion que corresponderia teniendo en

cuenta la introduccidn de este trabajo.

PROCEDIMIENTO DE RUTINA DEL LABORATORIO. TEST EN CUBETAS PARA LA
DETERMINACION DE NITRITOS EN AGUAS.

1. Objetivo
Describir la metodologia establecida en el laboratorio XXX para la determinacidon de la
concentracién de nitritos en aguas, mediante un método colorimétrico.

2. Alcance
El método se aplica a aguas de consumo

El intervalo de medida validado es: 0,03 - 100 mg de NO,/I.

3. Bibliografia
Test en cubetas Nitritos Spectroquant ref. 1.14547.0001. Revisién agosto 2019.

Manual de funcionamiento Spectroquant® Test en cubetas Nitritos.
Norma UNE-EN ISO/IEC 1025:2017.

4. Vocabulario/Definiciones
No se aplican definiciones en este procedimiento.

5. Responsabilidades
El andlisis sdlo debe ser realizado por analistas cualificados para ello. Es responsabilidad de los
analistas cumplir con los requisitos establecidos en este procedimiento, sin hacer ningin cambio
que no esté debidamente documentado y autorizado.

La revisién de los resultados y la firma de los informes son realizados por el responsable del
laboratorio.

6. Fundamento del método de ensayo
Los iones nitrito forman con el 4cido sulfanilico en medio acido una sal de diazonio que reacciona
con el diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina generando un colorante azoico violeta rojizo.
La concentracién de nitrito es directamente proporcional a la concentracién de este colorante.
Dicho colorante se determina fotométricamente a una longitud de onda de 525 nm. Intervalo
de linealidad 0,03 — 2,10 mg de NO, 7/I.

El procedimiento es andlogo a EPA 354.1, APHA 4500-NO2- B, DIN EN 26 777 y ISO 6777.

7. Equipos, materiales y reactivos
Equipos y material:

Espectrofotometro Merck Prove 100 con verificacién en vigor.
Procedimiento de verificacidon: Una vez al mes se realiza una comprobacion del
espectrofotdmetro. Se comprueba la fecha de caducidad de los patrones de
control (Spectroquant® PhotoCheck) y se introducen en el espectrofotometro,
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las cubetas serdn identificadas mediante el cédigo de barras. Las absorbancias
medidas deben estar comprendidas en el intervalo delimitado por (abs
esperada * incertidumbre) indicada en el certificado del lote de los patrones
utilizados. Se deberan registrar los resultados en la hoja VERIFICACION
ESPECTROFOTOMETRO (figura 3 del Anexo).

Test en cubetas Nitritos Spectroquant ref. 1.14547.0001

MQuant® Tiras indicadoras universales pH 0 - 14, art. 109535

Nitritos - solucién patron CRM, 0,200 mg/l de NO,-N (0,657 mg de NO,/l), art. 125041

Nitrito Solucidn Patrdén trazable a SRM de NIST NaNO; en H,O 1000 mg de NO,/I

Certipur®

Acido sulfurico 0,5 mol/I

Pipeta 5,0 ml Clase A o AS

Matraces aforados 100 ml Clase A o AS

Agua destilada Milli-Q

Membranas de filtracién de tamafio de poro 0.45um

Jeringa para filtracion

Agitador Vértex

Crondémetro con verificacidén en vigor.

Preparacion de reactivos:

Patrones de control:
Nitritos - solucion patrdn 0,03 mg NOy/I.

Tomar 5 ml de solucion patron CRM 0,657 mg de NOy/I (0,200 mg/l NO,-N) con pipeta
volumétrica Clase Ay completar a volumen en un matraz aforado de 100 ml con agua de tipo
Il o superior.

Nitritos - solucién patrén 100 mg de NO5/I.

Tomar 10 ml de solucién trazable 1000 mg de NO,/l con pipeta volumétrica Clase A y
completar a volumen en un matraz aforado de 100 ml con agua de tipo Il o superior.

Nitritos- solucion patrén 0,657 mg de NO5/I

Este patrén no requiere preparacion, se utilizard directamente la solucion patréon CRM, 0,200
mg de NO»-N/I (0,657 mg de NO,/I)

8. Procedimiento
Recepcidén de muestras y conservacion

1. Las muestras deberan llegar al laboratorio en recipientes de plastico o vidrio limpios, sin
roturas y sin conservantes, con un volumen minimo de 40 ml y con la etiqueta con la
fecha y hora de latoma. En el momento de la recepcion se debe registrar la temperatura
de las muestras que debera estar a (5+3) °C.

2. Elanalisis de nitritos debe realizarse de inmediato. En casos excepcionales, mantener la
muestra a (3+2) °C por un tiempo maximo de 24 horas.
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En caso de que el método de conservacion de la muestra o el tiempo transcurrido desde
la toma hasta el inicio del andlisis haya sido superado, se deberd mencionar en el
informe de ensayo esta circunstancia indicando que puede afectar a la validez de los
resultados.

Interferencias

Se ha comprobado de forma individual en disoluciones con 0,5 y con 0 mg de NO>-N/I que las
sustancias extrafias, hasta las concentraciones indicadas en la tabla no interfieren en la

determinacién. No se han controlado efectos acumulativos; sin embargo, éstos no pueden ser
excluidos (tabla 1).

Tabla 1. Tabla de interferencias. Instrucciones Spectroquant® Test en cubetas Nitritos 1.14547.0001 agosto 2019.

Concentracion de sustancias extrafias en mg/l o en %

Ag* 1| Cu® 100 | Pb2+ 1000 | EDTA 1000
Ca?+ 1000 | F 100 | PO* 1000 | Reductores

Cd2+ 1000 | Fe3* 1|s> 10 | (acido ascorbico,

CN- 1000 | Hg?* 100 | SiOs*> 1000 | sulfitos) 10
CO.*> 100 | Mg+ 1000 | Sn2+ 10| NacCl 20 %
Cr3+ 100 | Mn2+ 1000 | Zn2+ 1000 | NaNO; 20 %
Cr,0,> 1| NH.* 1000 Na, S0, 15 %

Método operativo

1.

Si las muestras han sido refrigeradas, atemperarlas a temperatura ambiente (entre 15y
25°C)

El valor de pH de la muestra debe encontrarse en el intervalo de 2-10, en caso necesario
ajustarlo afiadiendo acido sulfurico 0,5 mol/I

Las muestras turbias se filtran a través de una membrana de filtracion.
Se extrae con la jeringa el liquido que vaya a filtrarse.
Se enrosca la jeringa a la membrana de filtracion.

Se sostiene la jeringa hacia arriba y se aprieta el piston lentamente hasta que el
filtro esté completamente humedecido y carente de burbujas de aire.

Se filtra el contenido de la jeringa en el recipiente de vidrio previsto.

Pipetear 5,0 ml de muestra filtrada, si ha sido necesario, en la cubeta de reaccidn. Cerrar
la cubeta y agitarla vigorosamente hasta que el reactivo se haya disuelto
completamente. También se puede utilizar un vortex.

El valor de pH de la disolucién de reaccion debe encontrarse en el intervalo de 2-2,5.
Medir el pH con MQuant® Tiras indicadoras universales pH 0 - 14. En caso de ser
necesario, ajustar el pH con acido sulfurico 0,5 mol/I.

Dejar reposar 10 minutos (tiempo de reaccidén). La medida se realizard con un
cronémetro verificado.
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7. El color de la solucion de medicidn permanece estable como minimo 60 minutos
después de transcurrido el tiempo de reaccién antes indicado.

8. Para el encendido del equipo se pulsa el botdn de encendido/apagado ON/OFF. El
espectrofotémetro emite una sefial audible y se inicia durante unos dos minutos. A
continuacién, la pantalla muestra un didlogo de autocomprobacidn que se inicia en el
botdn empezar. Una vez finalizada la autocomprobacidn aparece el menu principal en
la pantalla.

9. Elajuste acero siempre ha de realizarse antes del comienzo de una serie de mediciones
y es requerido automaticamente por el instrumento. Pulsar en el botdn de ajuste a cero.
Se coloca la cubeta del blanco incluida en el kit y se inicia automaticamente el ajuste. Si
el ajuste a cero es correcto, aparece una marca de verificacion.

10. Se introduce la muestra en el espectrofotémetro y este lee el codigo QR seleccionando
automadticamente el programa especifico de nitritos y con él la longitud de onda. A
continuacién, se debe anotar el resultado que se muestra en la pantalla del
espectrofotdmetro en el registro de DATOS PRIMARIOS NITRITOS (figura 1 del Anexo).

Para cada tanda (20-25 muestras) se debe realizar un analisis por duplicado de una de
las muestras, asi como también el andlisis de un blanco y un patrén de control
(alternando entre los 3 patrones disponibles), que deberan quedar registrados en la hoja
de control NITRITOS. REGISTRO DE BLANCOS Y PATRONES (figura 2 del Anexo).

11. Sila concentracién de nitrito en la muestra es superior al intervalo lineal del equipo (2,30
mg de NO/I) la pantalla mostrara “HI”. En este caso se diluye la muestra y se repiten
los pasos 4 a 10 hasta que el resultado esté comprendido en el intervalo lineal,
preferentemente en su zona media.

9. Gestidn de residuos
Los residuos generados durante el andlisis, las cubetas de reaccidn y los botes de los reactivos
finalizados se reenvian de nuevo al proveedor para su correcta gestion.

10. Anotaciones y calculos
Tanto las observaciones pertinentes como los resultados se registran en la hoja de toma de
DATOS PRIMARIOS NITRITOS.

11. Expresién del resultado
El resultado se lee directamente en el espectrofotémetro bien en mg de NO,/I o bien mg de
NO,-N/I.

Cuando se haya realizado una dilucion el resultado analitico leido en el quipo debe ser
multiplicado por el factor de dilucidn (Dg).

D Volumen final (volumen total) £ 1
= c.
P~ Volumen inicial (volumen de la muestra)

Los resultados se expresaran hasta la cifra significativa del mismo nivel que la segunda cifra
significativa de la incertidumbre. Cuando el valor medido sea menor de 0,03 mg de NO,/I se
debe expresar el resultado como < 0,03 (L.C =0,03).
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12. Controles de calidad
Certificados de calidad para cada kit de prueba de los lotes seglin ISO 8466-1 y DIN 38402 A51

Control de calidad interno y criterio de aceptacion o rechazo

Tabla 2. Controles de calidad internos.

Tipo de control Material Criterio de aceptacion Frecuencia
Blanco Agua Tipo Il <0,01 mg/I 1 por cada tanda
Sesgo Patrones control Sesgo < 10% 1 por cada tanda ¥

0,03 mg de NO,/I
0,657 mg de NO,/I
100 mg de NO,/I
Precisiéon Muestra RSD < 10% 1 duplicado por cada

tanda

Nota ¥): se irdn alternando los patrones control de diferentes concentraciones.

Control de calidad externo

Una vez al afio se participa en programas de evaluacién externa (ejercicios de aptitud)
organizado por proveedores acreditados para ello.

Los resultados del laboratorio seran satisfactorios cuando el valor Z-Score se encuentre entre -
2,00 y +2,00. El valor del resultado serd cuestionable cuando 2<|Z|<3. Se concluira que el
resultado del laboratorio no es satisfactorio cuando |Z|<3.

Cuando el laboratorio presenta resultados cuestionables o insatisfactorios se debera identificar
y documentar el problema y aplicar las medidas correctoras pertinentes.

13. Registros
En la hoja de toma de DATOS PRIMARIOS NITRITOS debe quedar registrado todos los datos y
observaciones relevantes del analisis, incluyendo los resultados y debe estar firmado por el
personal que realiza el andlisis, responsable de laboratorio que lo revisa y el jefe del laboratorio
que lo aprueba (figura 1 del Anexo).

Los resultados del andlisis de blancos y patrones se registran en la hoja NITRITOS. REGISTRO DE
BLANCOS Y PATRONES (figura 2 del anexo).

Cuando se realice la verificacion del espectrofotometro, los resultados deben registrarse en
VERIFICACION ESPECTROFOTOMETRO (figura 3 del anexo).

Para la verificacion del material volumétrico cuando sea necesario, se utilizara la hoja de control
VERIFICACION DEL MATERIAL VOLUMETRICO (figura 4 del anexo) y las tablas 1y 2 del anexo.

14. Anexo
En las figuras 1 a 4 se anexan los registros necesarios para la ejecucion de este procedimiento:
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Figura 1. Registro de datos primarios nitritos.

Logo laboratorio

DATOS PRIMARIOS NITRITOS

Método: Test en cubetas Mitritos Spectroguant®

Registro:

Fecha y hora:
Analista:

Equipe:

Lote de reacctivos:

Referencia Muestra

Resultado

(mg/1

NO2)

Factor de Dilucidn

Resultado Final [mg/1 MO2)

Observaciones

Figura 2. Registro de blancos y patrones

Logo Laboratorio

NITRITOS. REGISTRO DE BLANCOS Y PATRONES

Método: Test en cubetas Nitritos Spectroquant

Fecha / hora Analista

Lote de
Blanco

Lote de
Patrones

Blanco Valor|
obtenido (mg/l)

Conformidad

Patrén (mg/l)

Valor obtenido

(me/1)

Sesgo
(%)

Conformidad
Patrén

Conformidad
Ananilisis de Controll
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Figura 3. Registro de los datos de verificacion del espectrofotémetro

Logo Laboratorio VERIFICACION ESPECTROFTOMETRO

Equipo: Spectroquant Prove
Patrones: Spectroguant® PhotoCheck
Lote: HC691375

Tolerancia
Valor de )
Fecha / hora Analista Patron Referencia Valor Obten!do = Conformidad
) (Absorbancia)
(Absorbancia)
525/1 0.200 0.020
525/2 0.495 0.030
525/3 0.998 0.040
525/4 1.490 0.050
525/1 0.200 0.020
525/2 0.495 0.030
525/3 0.998 0.040
525/4 1.490 0.050
525/1 0.200 0.020
525/2 0.4395 0.030
525/3 0.998 0.040
525/4 1.490 0.050
525/1 0.200 0.020
525/2 0.495 0.030
525/3 0.998 0.040
525/4 1.490 0.050
525/1 0.200 0.020
525/2 0.495 0.030
525/3 0.998 0.040
525/4 1.490 0.050
525/1 0.200 0.020
525/2 0.4395 0.030
525/3 0.998 0.040
525/4 1.490 0.050




Figura 4. Hoja de cdlculo para la verificacion del material volumétrico.

Logo Laboratori Verificaciéon Material Volumétrico

Fipeta de pistdn Codigo:
Vaolumen nomiral [pl]:

amperatura:

Presidn (kPaj:

T2 Ambiente | T2 Liguido

T2 inicial [5C)

T# Final (9C)

T= Wedia (2C)

m; {mg) W)
1
2
3
4
5
&
7
B
a
10
Volumen
Bedio (i)

Error sistematico [es)

Facha werificacion:
Analista:

Humedad
Relariva [%a):

Factor de correccion Z
[Tabia A1)

Errer aleatorio (5.}

vaoluman da ansayo [uf):

e (ul)

&y Comparakle
(%]

B TGN
permisile
%1

Evaluacitn de
conformidad

5, i)

oV {35)

5, Maxmo
parmisibla  [%]

Evzluciacn oe
conformidad




Tabla 1. Factores de correlacion Z para la verificacion del material volumétrico. UNE-EN ISO 8655-6

Tabla A.l
Factores de correccidn Z pars agna destilada comos una fancidn de la temperatnes de ensavo
v la presiim del aire

Les vabores 2 en mpcrolitros por miligranso

Temperaturs Presiﬁ:;:el alire

e 80 8s o0 9s 100 101,3 105

150 1ol 7 100l & 1,001 9 1,001 9 1,002 1 1 0W02 1,0W02 00
15,5 LOOLE | 10019 | 10019 | L0020 | 10020 Lo020 | L0021
16,0 L0019 | L0020 | L0020 | L0021 1002 1 LoDz 1 | L0022
16,5 Lo020 | 1Loozo | L0021 | 10021 1002 2 o022 | Lon22
170 1,002 | 1002 1 L0022 | 1L,0022 | L0023 LO0Z3 | 10023
17,5 Lo022 | o022 | L0023 | 10023 | L0024 LO024 | 10024
18,00 1,0022 | 10023 | L0023 | 10024 | L0023 R EEE
12,3 Lo023 | 10024 | 10024 | 1.0025 | 1.0025 LO026 | 10026
19,0 1,002 4 1,002 5 1,002 5 1002 6 1002 & L2 7 102 7
19,5 L0023 | L0026 | L0026 | 10027 | 10027 LOD2E | 10028
20,0 1,002 & 1,002 7 1,002 7 1,002 8 1002 8 1002 1,002 2
20,5 L0027 | L0028 | L0028 | 10029 | 10029 LOO30 | L0030
210 LOOZE | L0029 | L0029 | L0030 | L0031 LO03 1 | Lo03 1
21,5 LOOGO | 10030 | L0031 | 1,003 1 10013 2 L3 2| L0032
3.0 1,003 1 1003 | 10032 | 10032 | 10013 LO03 3 | L0031
225 L0032 | 10032 | 10033 | 1.0033 | 1.0034 L0034 | 10034
230 1003 3 1,003 3 1,003 4 1003 4 1H13 5 1.3 A 103 &
23,5 LOOG4 | 10035 | L0035 | L0036 | 10036 LOO3 6 | 10037
4.0 1003 5 1,003 & 1,003 & 1.003 7 1003 7 1.3 8 1.3 B
24,5 L0037 | 10037 | LOOGE | L0038 | L0039 L3S | L0039
250 LOOGE | LO03E | LOO39 | L0039 | LOD4O LOUAD | L0040
25,5 L0039 | 10040 | L0040 | 1,004 1 1,004 | LOD4 T | 10042
26,0 L0040 | 10041 LO04 1 | 10042 | Lone2 LODES | 10043
26.5 L0042 | L0042 | L0043 | 10043 | 10044 LODSS | L0044
370 L0043 | 10044 | 10044 | 10045 | 10045 LOGES | 1046
27,5 L0043 | 10045 | 10046 | 10046 | 10047 L0047 | 10047
IR0 1,04 & 1,004 & 1,004 7 1004 7 10404 3 LI WL R
K5 1,000 7 (IR 1,00 8 1000 1005 @ 1 M5 1 (L L]
20,0 LOO4Y | L0059 | L0050 | LOOSO | L0051 LOOS 1T | L0051
29,5 L0050 | 1,005 L0051 | L0052 | 1oos2 LS 2 | 10053
30,0 LOOSZ | 10052 | L0053 | LO0S3 | L0054 LODS4 | 10054

Tabla 2. Errores mdximos permitidos para pipetas de pistén. UNE-EN I1SO 8655-2 (verificacion de material
volumétrico)

Errores maximos permisibles para los tipos A y D1

Volumen nominal Error sistemdtico maximo permisible Error aleatorio miximo permisible
ul + 9% Et b + " 4 ple
1 5,0 0,05 5,0 0,05
2 4,0 0,08 2.0 0,04
5 2.5 0,125 1,5 0,075
10 1.2 0,12 0,8 0,08
20 1,0 0,2 0,5 0,1
50 1.0 0.5 0.4 0,2
100 0.8 0.8 0,3 0,3 "
200 0.8 1.6 03" 0.6
S0 0,8 4.0 0,3 1,5
1 000 0,8 8.0 0.3 3.0
2 000 0.8 1& 03 6.0
5000 0.8 40 0.3 15.0
10 000 0,6 ol 0,3 30,0
Expresado como la desviaeidn de la media de una medicion muliplicada por diez del volurnen nominzl o seleccionado {véase la
Nomma IS0 #655-6:2002, apartado 8.4).
Expresado como ¢l cocficienic do vanacion de una medicion multiplicada por dicz (véasc la Nomma IS0 8655-0:2002, apariado 3.5).
Expresado como la desviacién tipicae de la repetibilidad de wne medicion multiplicada por diez (vease la Morma 180 £655-5:2002,
apartado 3.5).
Para pipetas tipo pistén de upa D1 los errores maximes permisibles pueden ser & 0,4%,.
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INFORME DE ENSAYO
Los datos obtenidos tras el analisis de las muestras se registran ademas en el Informe de ensayo

(figura 3) que es el documento utilizado para comunicar los resultados al cliente.

Figura 3. Informe de resultados para presentar al cliente.

Logo del laboratorio Paginaldel

INFORME DE ENSAYO

Laboratorio XXX M2 de informe:
Direccion

Cliente: N2 de muestra:
Direccion: Fecha inicio analisis:
Teléfono: Fecha fin analisis:

Descripcion de la muestra:
Fecha de toma de muestra: Fecha de recepcion:

Método de toma de muestra: Condiciones de recepcion:

La muestra ha sido tomada por el diente, por lo gue el laboratorio no se responsabiliza de la misma.
Estdn a disposicion del cliente los datos de incertidumbre asociada al resultado cuando éste lo requiera.

Los resultados commesponden dnicamente a las muestras entregadas por el cliente tal y como se recibid.

Parametro Resultado Método
NITRITOS mg NOz /1 Spectroguant® Test en cubetas.
Método colorimétrico

Observaciones:

Autoriza el informe: Fecha de emision del informe:

29



4.2. Protocolo de validacion

Una vez definido el procedimiento de rutina y el informe de ensayo, se establecié un protocolo

para la validacién del método.

Se disefid un ensayo anidado para obtener la informacidn necesaria para evaluar las
caracteristicas del método. Este ensayo permite conocer la maxima informacidn requerida para
la validacién realizando el menor nimero de medidas posibles, lo que se traduce mayor

efectividad con menor gasto econdémico.

Los resultados de un ensayo anidado permiten evaluar la repetibilidad y reproducibilidad
relacionadas con factores que previsiblemente pueden afectar a los resultados, tales como la
realizacion de los andlisis en distintos dias o el cambio de analista. El estudio de la repetibilidad
se lleva a cabo realizando medidas por duplicado mientras que la reproducibilidad se estudiaria
tomando medidas en diferentes dias y diferentes condiciones. Para la eleccién del esquema de
validacién, ademas, se deben tener en cuenta otros factores como el equipamiento disponible,
el personal, coste y tiempo. Con este objetivo se planted un ensayo en el que se realizaron 20
medidas para cada muestra patrén de concentracidn conocida de analito. Estas 20 medidas se
agruparon en 10 series analizadas en condiciones diferentes (diferentes dias, distinto analista,
etc.) y de cada serie se tomaron dos medidas en condiciones de repetibilidad (mismo dia,

analista, lote de reactivos, etc.).

Los requisitos para la validacion del método se han establecido en funcién del Real Decreto
140/2003 de 7 de febrero, donde se recogen los parametros caracteristicos necesarios que debe

cumplir el método para el andlisis de aguas de consumo (ver apartado 2.3. Marco legal).

Las muestras control se establecieron en concentraciones de 0,03, 2,1 y 100 mg de NO,/I,
cubriendo el intervalo de concentraciones mas habituales de nitritos presentes en aguas de
consumo y el limite de cuantificacion establecido en el Real Decreto 140/2003. Estas tres
concentraciones representan los niveles de validacidon del método y se prepararon a partir de
una solucidn patrdn trazable de nitrito. Esta solucion es el material de referencia que presenta

la misma matriz que las aguas de consumo.

El protocolo de validacion resultante se muestra en los apartados siguientes, y de nuevo la
numeracion de tablas, figuras y ecuaciones no se corresponde con el orden general de este

trabajo, sino que se muestra tal y como apareceria en el documento del laboratorio.
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PROTOCOLO DE VALIDACION. TEST EN CUBETAS PARA LA DETERMINACION DE
NITRITOS EN AGUAS.

1. Objetivo
Validar el método Spectroquant Prove Test en cubetas para la determinacion de nitritos en agua
de consumo de acuerdo con el RD 140/2003 de 7 de febrero.

2. Necesidad analitica
Satisfacer la demanda analitica de nuestros clientes de la determinacion de nitritos en agua de
consumo de acuerdo con los requisitos definidos en el Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero.

En igual medida, la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 establece la necesidad de validar los
métodos analiticos por parte de los laboratorios de ensayo acreditados.

3. Preparacion previa
Los materiales y equipos utilizados en esta validacidon han sido utilizados y verificados con
anterioridad por el laboratorio, por lo que se consideran puestos a punto.

El fabricante del kit comercial Spectroquant Prove Test en cubetas para la determinacion de
nitritos en aguas declara que éste es conforme a normas internacionales de aplicacién en aguas
de consumo. El kit ha sido utilizado en el laboratorio para este fin sin ser validado hasta el
momento su uso especifico para el cumplimiento de los requisitos establecidos en el R.D.
140/2003. Estudios preliminares permitieron comprobar que el equipo muestra resultados
adecuados dentro de las especificaciones propias del fabricante por lo que se considera puesto
a punto.

Todo el material volumétrico utilizado, como matraces aforados y pipetas son de clase A o AS.
Asi mismo las pipetas accionadas mediante piston que seran utilizadas en el ensayo, han sido
verificadas siguiendo la Norma ISO 8655 como minimo una vez al mes y han sido calibradas una
vez al afio de forma interna.

Otros equipos como crondmetros también han sido verificados previamente con periodicidad
anual.

4. Requisitos de validacién
El Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la
calidad del agua de consumo humano, recoge en el Anexo | que los valores paramétricos para
los nitritos son 0,5 mg/l y 0,1 mg/l para la red de distribucidn y para la salida de la ETAP
respectivamente.

El método de analisis utilizado debera ser capaz de medir concentraciones iguales al valor
paramétrico con un limite de cuantificacion igual o inferior al 30% del valor paramétrico. Por
otro lado, la experiencia del laboratorio indica que en las muestras habituales del laboratorio
raramente se encuentran concentraciones de nitritos superiores a 100 mg/l. Por todo lo
anterior, se establecié como intervalo de validacién el comprendido entre 0,03 y 100 mg de NOy

/\.
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En el cuadro 2 del Anexo IV del Real Decreto 140/2003 quedan definidos los parametros
caracteristicos que debe cumplir el ensayo y se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Pardmetros caracteristicos del método de andlisis establecidos por el RD 140/2003 para la determinacion
de nitritos en agua.

Parametros Resultados caracteristicos maximos
(% del valor paramétrico)
Sesgo 10
Precision 10
Limite de deteccidn 10
Limite de cuantificacion 30
Incertidumbre de medida 20

5. Disefio experimental de la validacién
Niveles de validacién:

Dada la extensién del intervalo de validacion se realizard ésta en tres niveles de concentracién
de nitritos que abarquen dicho intervalo.

El intervalo de validacion establecido estd comprendido entre 0,03 y 100 mg de NO,/I, por lo
que se establecen tres niveles de validacion con diferentes concentraciones de nitritos,
preparados a partir de un estandar:

Nivel superior. 100 mg de NO,/I
Nivel intermedio. 2,1 mg de NO,/I
Nivel inferior. 0,03 mg de NO,/I

Esquema experimental de validacidn:

Con el fin de obtener los valores de los pardmetros caracteristicos del método cuando se ejecuta
en este laboratorio se realizardn 20 medidas repetidas por nivel agrupadas en 10 series,
analizada cada una en un dia diferente (condiciones de reproducibilidad, en este caso, técnicos
y patrones de verificacion diferentes). Cada serie consta de 2 medidas repetidas en condiciones
de repetibilidad (mismo técnico, equipo, lote de reactivos, etc.).

El andlisis de las muestras se realizara segin el método operativo descrito en el procedimiento
de rutina del laboratorio.

Con el fin de obtener los valores de los pardmetros caracteristicos del método cuando se ejecuta
en este laboratorio se establece el siguiente esquema experimental (figura 1):

32



Figura 1. Proceso de validacion del método de determinacion de nitritos.

Método
espectrofotométrico
para determinar NO,’

Prepacion de Preparacion del
patrones Blanco
| ]
Nivel Inferior Nivel Intermedio Nivel Superior . .
Realizar 10 medidas
0.03 mg de NO,/I 2.1 mg de NO,/I 100 mg de NO,/I
Realizar 2 medidas Realizar 2 medidas Realizar 2 medidas Obtener el LD
durante 10 dias durante 10 dias durante 10 dias
Obtener: Obtener: Obtener:
Sesgo Sesgo Sesgo
Incertidumbre de medida Incertidumbre de medida Incertidumbre de medida
Precision Precision Precision

Material de referencia:

e Nitrito Solucidon Patrén trazable a SRM de NIST NaNO, en H,O 1000 mg de NO,/I
Certipur®

Preparacion de muestras:

e Muestra patrén para nivel superior de validacion, 100 mg de NO,/I.

Tomar 10 ml de solucién trazable 1000 mg de NO/I con pipeta volumétrica Clase Ay completar
a volumen en un matraz aforado de 100 ml con agua de consumo con certificado de material de
control.

e Muestra patron para nivel intermedio de validacion, 2,1 mg de NO,/I

Tomar 0,21 ml del estdndar de 1000 mg de NO, /I con pipeta de pistdn verificada y completar a
volumen en matraz aforado de 100 ml con agua de consumo con certificado de material de
control.

e Muestra patrdn para nivel inferior de validaciéon, 0,03 mg de NO,/I

Tomar 1 ml del estandar de 1000 mg de NO, /I con pipeta de piston verificada y completar a
volumen en un matraz aforado de 100 ml (solucidn intermedia de 10 mg de NO,7/I)
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Tomar 0,3 ml de solucién intermedia de 10 mg de NO,/I con pipeta de pistdn verificada y
completar a volumen en un matraz aforado clase A de 100 ml con agua de consumo con
certificado de material de control.

6. Tratamiento estadistico de los datos obtenidos
Los valores de los parametros caracteristicos del método se calculan de la siguiente manera a
partir de los datos experimentales obtenidos en el esquema anterior:

Sesgo

La veracidad de medicion es una expresion de la proximidad de la media de un nidmero infinito
de resultados a un valor de referencia y se realiza una evaluacién practica de la veracidad
mediante la determinacién del sesgo.

La determinacién del sesgo se basa en la comparacién del valor medio de los resultados (X) de
del método con un valor de referencia (X rf). En este caso X corresponde al valor medio de las
10 series y las 2 repeticiones de cada serie.

El sesgo se calcula como:

X

Recuperacion (%) = - 100 Ec.1
Xref
Sesgo (%) = 100- Recuperacion Ec.2

Precision

La precision se define como la proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos
en mediciones repetidas de un mismo objetivo bajo condiciones, en este caso, de
reproducibilidad intermedia.

La precisidn se puede determinar a través de la desviacion tipica relativa (RSD), que se expresa
numéricamente mediante medidas de dispersidn como la desviacidn estandar relativa:

RSD (%) = 57’* - 100 Fe.3

La desviacién estandar relativa (Sz) se determina a partir de:
Sr?= S + S2(1-2) Ec4

S2, es lavarianza experimental de las medias de cada serie y S? la media de las varianzas de cada
serie. n es numero de repeticiones de cada serie, en este caso 2.

La fdrmula correspondiente a la varianza es:

2 — T(Xi—X)*
T on-1

Ec.5

Para la varianza de las medias (S,Zn), X; es la media de cada serie, X la media de las medias de
cada serie y n el nimero de series. Para la determinacién de la media de las varianzas (S2), X;
son los valores experimentales de la serie y X la media cada serie.
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Limite de deteccion

Se define, segun el VIM, como valor medido, obtenido mediante un procedimiento de medida
dado, con una probabilidad B de declarar erréneamente la ausencia de un constituyente en un
material, dada una probabilidad a de declarar erréneamente su presencia. La IUPAC recomienda
por defecto los valores de a y B iguales a 0,05.

Para propdsitos de validacién, de acuerdo con el Real Decreto 140/2003, el limite de deteccion
se establece como el quintuplo de la desviacidn tipica (SD) de una muestra en blanco:

LD =5-SD Ec.6
obtenida de la media de las 10 lecturas del blanco.
Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacidon es estrictamente la concentracién mas baja del analito que se puede
cuantificar con un nivel de repetibilidad, precisién y exactitud determinado, y produce una sefial
lo suficientemente grande como para distinguirse de un blanco.

Cumpliendo con los requisitos del Real Decreto 140/2003, el limite de cuantificacién para los
métodos de determinacion de nitritos en agua debe ser 0,03 mg de NO,/l. El equipo
Spectroquant® Prove utilizado en este método presenta el mismo valor de limite de
cuantificacion segun los criterios del fabricante.

Por ello, si el nivel inferior de validacién, 0,03 mg de NO,/I, cumple con los requisitos
establecidos, el limite de cuantificacion podra ser establecido en dicho valor.

Incertidumbre de medida

La incertidumbre es un intervalo asociado a un resultado de medida que expresa el conjunto de
valores que razonablemente pueden atribuirse a la magnitud que se estd midiendo. Una
estimacion de la incertidumbre debe tener en cuenta todos los efectos conocidos que afectan
al resultado.

Dado que el disefio experimental escogido evalia de forma conjunta las contribuciones a la
incertidumbre que pueden afectar al resultado, la estimacién de la incertidumbre (para un nivel
de confianza del 95%) se calcula a partir de la siguiente férmula:

_ 2 2
Ulx)=2- \/u(Asesgo) + U(sprecision) Ee.7

en la que u%Asesgo) es la contribucion a la incertidumbre debida al sesgo y por lo tanto
relacionada con el error sistematico y ufaprecisién) es la contribucion a la incertidumbre debida

a la imprecision y por tanto al error aleatorio de la medida.

En el procedimiento de rutina no se realizan repeticiones de las medidas, es decir, no se realizan
réplicas de cada muestra, por lo que el calculo de la incertidumbre de medida corresponde a:

sesgo?

2
U(x) =2 -J(uVR)Z + fl—‘:) + + 82+ SE(1 - %) Ec.8
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2
. . . .y , S . .
Donde uyp es la incertidumbre combinada de preparacidn del patron. n—° es la incertidumbre
0
del valor medio y su valor dependera del andlisis de las varianzas (ver apartado “analisis de las
varianzas” mas adelante).

e Incertidumbre combinada de preparacién del patrén.

El patrdn se ha preparado por dilucidn simple a partir del material de referencia Nitrito Solucién
Patrdén trazable a SRM de NIST NaNO; en H,0 1000 mg de NO,/I Certipur®. La incertidumbre de
un patrén preparado por dilucién se puede estimar a partir de las incertidumbres de las
magnitudes que intervienen en su obtencidn, es decir:

2 2 2
— 2 .| (¥co Uyo Uvys
Uyr = CF [( Co ) + ( Yo ) + (Vf ) ] Ec.9

Donde CE es la concentracién final, después de cada dilucién. uc y Co corresponden a la
incertidumbre y a la concentracidn inicial del patrén. V,, es el volumen de la alicuota tomada del

patrony uy, laincertidumbre del material volumétrico utilizado para la medida de la alicuota. V¢
es el volumen del matraz donde se prepara la dilucion patrén y uy ¢ es la incertidumbre asociada

al volumen del matraz.

La incertidumbre de la concentracion del patrdn se estima a partir de:
Uco= 2 Ec.10
co— K C.

siendo U la incertidumbre expandida del patrén obtenida de su certificado de analisis y K=2. En
el caso de que el patrdn sea una dilucién intermedia el valor de uc corresponde al valor
determinado a partir de la ecuacién 9.

Las incertidumbres asociadas al material volumétrico se determinan segun:

U Tolerancia Ec.11
= C.
% 73

La tolerancia es el error relativo de la medida del volumen del material. Viene especificada segln
la clase de exactitud del material.

e Analisis de las varianzas.
El valor medio de la muestra de cada nivel medido se puede calcular mediante la media global
o mediante las medias de cada serie. Dependiendo del tipo de esquema de validacién, estos
valores no tienen por qué ser iguales, ni tampoco la estimacidon del valor de su incertidumbre.

Para determinar cudl es la mejor estimacion de la media, se estudia la igualdad de las varianzas
“dentro de las series” y “entre las series”, es decir, se estudia si la repetibilidad y la
reproducibilidad entre series son significativamente iguales o no. Lo normal es que sean
diferentes (mayor la variabilidad entre series) y entonces la mejor estimacion de la media es la
media de cada serie. Si ambas varianzas son iguales, la mejor estimacion de la media es la media
global.

Para la determinacién de la varianza de la media global, en la ecuacién X; es cada valor
experimental, y X la media global.
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El valor estadistico F representa el cociente de las dos varianzas muestrales.

st
F== Ec.12

S2
Donde 512 es la varianza experimental de las medias de cada serie (S2) y 522 es la media de las
varianzas de cada serie (S2).

Los grados de libertad del numerador corresponden con el nimero de series menos uno,
mientras que los grados de libertad del denominador son el nimero de repeticiones menos uno
por el nimero de series.

Los valores de Fi.p se encuentran tabulados en funcion de los grados de libertad (figura 5 del
Anexo)

Si Fexp < Ftap las varianzas son significativamente iguales, por lo que la incertidumbre se estima
con la varianza experimental de la media global.
2 2
S S
LT Ec.13
Ny np
Si Fexp > Frab |as varianzas son significativamente diferentes el valor de incertidumbre se estima a
partir de la varianza experimental de las medias de cada serie.

ﬁ=ﬁ Ec.14
No 14 '

7. Resultados
Los resultados de la medida de las muestras deben quedar registrados en el documento DATOS
DE VALIDACION para cada nivel de validacién correspondiente (figura 3 del Anexo).

Los datos obtenidos de la medicién del blanco se anotaran en el REGISTRO DE BLANCOS para la
determinacion del limite de deteccidn (figura 4 del Anexo).
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8. Declaracion de validez del método

Figura 2. Certificado de validez del ensayo de validacion.

ILnI:lDrntDriD KKK

Certificado de Validez

Decdaracién de Conformidad para el método:

Determinacion de nitritos en aguas de consumo mediante Spectroquant Prove Test en cubetas

Especificaciones:

* UNE-EM ISO/EIC 17025:2017
* Real Decreto 140/2003

Intervalo de valid acién:

Desde 0.03 mg de NO, /| hasta 100 mg de NO, /|

Regla de Desicion:

R Resultados caracteristicos maximos
(% del valor paramétrico)
Sesgo 10
Precisidn 10
Limite de deteccion 10
Limite de cuantificacion 30
Incertidumbre de medida 20

Resultados:

Resultados caracteristicos maximos

Nivel Nivel Hivel
Parametros inferior el superior
(0.03-1 mg de | (1-50 mgde | (50-100 mg de
NO, 1) NO, 1) NO, /1)
Sesgo (%)

Precision (%)

Limite de deteccidn

Limite de cuantificacién (mg/)

Incertidumbre de medida (%)

Conformidad de los resultados:

Realizado por:

|Fdo.

Revisado por:

Fdo.

probado por:

Fdo.
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9. Anexo
Figura 3. Hoja de cdlculo para el registro de los datos de validacion.

Logo Laboratorio Datos de Validacion

Nivel de Validacion:

Valor de Referencia (mg/I NO,): Factor de dilucidn:
. . ) Correccion con factor de
Fechayhora | Analista Equipo Lote‘ de Serie Réplicat | Réplica Matriz dilucién Vr
IS (mg/l) (mg/1) (mg/1) P —

Réplical | Réplicaz
1
2
3
4
5
6
i
8
9
10

Media
Varianza

Figura 4. Registro de blancos para la validacion.

Logo Laboratorio Validacion
Registro de Blancos
Lote d Mumero de slanco
' . 2o
Fecha y hora| Analista Equipo — SRR (mg/l de
NO:)

1

2

3

4

5

&

7

B8

9

10

S0

Limite de deteccion

Lo
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Figura 5. Tabla de valores F de la distribucion Fisher utilizada para el andlisis de las varianzas.

Tabla 5. VALORES F DE LA DISTRIBUCION F DE FISHER
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4.3. Ejecucion experimental de la validacién

De acuerdo con el objetivo de determinar la validez del método Spectroquant® Prove Test en
cubetas para la determinacion de nitritos en aguas de consumo, se procedié a la medida de los
patrones segun el procedimiento descrito en el apartado 5 del protocolo de validacién. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacion:

e Nivel inferior.

Tabla 2. Resultados del andlisis de la muestra patron para el nivel inferior de validacion.

Serie Réplica 1 (mg/l) Réplica 2 (mg/l) Matriz (mg/l)
1 0,033 0,03 0,006
0,033 0,033 0,006
0,04 0,038 0,01
0,029 0,029 0,006
0,033 0,033 0,008
0,04 0,039 0,01
0,035 0,033 0,006
0,033 0,033 0,006
0,04 0,038 0,008
0,035 0,035 0,008

O N O V|~ WN

[
o
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e Nivel intermedio.

Tabla 3. Resultados del andlisis de la muestra para el nivel intermedio de validacion.

Serie Réplica 1 (mg/l) Réplica 2 (mg/I) Matriz (mg/l)
1 2,108 2089 0,006
2 2,107 2,104 0,006
3 2,111 2,094 0,01
4 2,106 2,103 0,006
5 2,095 2,104 0,008
6 2,083 2,088 0,01
7 2,104 2,095 0,006
8 2,098 2,109 0,006
9 2,103 2,111 0,008
10 2,095 2,089 0,008

e Nivel superior.

Tabla 4. Resultados del andlisis de la muestra patron para el nivel superior de validacion.

Serie Réplica 1 (mg/l) Réplica 2 (mg/I) Matriz (mg/l)
1 0,984 0,983 0,006
2 1,001 1,003 0,006
3 1,008 0,995 0,01
4 0,995 0,99 0,006
5 1,009 0,99 0,008
6 1,006 0,993 0,01
7 0,989 0,997 0,006
8 0,996 1,004 0,006
9 0,998 1,004 0,008
10 0,992 0,986 0,008

4.4 Evaluacion de los resultados analiticos

Se procedié a continuacion al analisis estadistico de los resultados (figuras 5, 6 y 7 del Anexo)

para la obtencidn de los pardmetros caracteristicos del método.

Sesgo

La determinacion del sesgo se realizo a través del valor de recuperacion segun la ecuacién 1y 2

del protocolo de validacion.

41



Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos de recuperacion y sesgo.

Nivel de validacion X Xref Recuperacion Sesgo
(mg de NO,/I) (mg de NO,/I) (%) (%)
Nivel inferior 0,027 0,03 90,67 9,33
Nivel intermedio 2,092 2,1 99,64 0,36
Nivel superior 99,61 100 99,61 0,39

Precision

Mediante el coeficiente de variacion definido en la ecuacion 3 y 4 del protocolo de validacién se

determind la precision para cada nivel de validacién, obteniéndose los siguientes resultados:

Limite de deteccidn

Tabla 6. Valores de precision.

Nivel de validaciéon | Precision
(%)
Nivel inferior 8,17
Nivel Intermedio 0,44
Nivel superior 0,79

A partir de los valores de matriz se determind el limite de deteccién segun la ecuacion 6 del

protocolo de validacion.

Tabla 7. Limite de deteccidn (LD)

Numero de mg de
lecturas NO,/I
1 0,006

2 0,006

3 0,01

4 0,006

5 0,008

6 0,01
7 0,006
8 0,006
9 0,008
10 0,008
SD 0,002
LD 0,008

El limite de deteccion expresado en porcentaje respecto al valor paramétrico a la salida de la

ETAP (0,1 mg de NO/I) es del 8 %.
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Incertidumbre de la medida

e Incertidumbre combinada de preparacidn del patrén.
Para cada nivel de validacidn se prepard una solucién patrén tal y como se describe en el
apartado 5 de Disefio experimental de la validaciéon. Para determinar la incertidumbre
combinada de la preparacidon de estos patrones se utilizd la ecuacidon 9 del protocolo de
validacion. En el caso particular de la incertidumbre de la muestra patrén de 0,03 mg de NO,/I

se tuvo en cuenta la incertidumbre generada en la preparacion de la solucién intermedia.

Tabla 8. Incertidumbre combinada de preparacion del patron.

Concentracion del patrén (mg de NO,/I) u (tmg/l)
0,03 0,0002
2,1 0,01
100 0,4

e Andlisis de las varianzas.
Para la estimacion de la incertidumbre de la medida fue necesario determinar si las varianzas
atribuibles a la variabilidad “dentro de series” y a la variabilidad “entre series” eran
significativamente iguales, tal y como se describe en el apartado de Tratamiento Estadistico de

los Resultados en el protocolo de validacion.

En la tabla 9 se recogen los valores de Fexp tras la realizacion del Test F utilizado para la

comparacioén de las varianzas.

El valor de Fip para este ensayo es 2,347, teniendo en cuenta que los grados de libertad del

numerador son 9 y del denominador 10.

Tabla 9. Test F de comparacion de varianzas.

Nivel de validacion e Comparacion de Varianza utilizada para la
a 2
varianzas estimacion de la incertidumbre %
0
Nivel inferior 4,960 Significativamente s,%l
diferentes p
Nivel intermedio 1,064 Significativamente sr2
iguales n-p
Nivel superior 0,855 Significativamente s?
iguales n-p
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e Incertidumbre de la medida.
A partir de la ecuacién 8 se estima la incertidumbre de la medida para cada solucién patrény se

definen los intervalos de los niveles de validacion en los que se cumple esa incertidumbre.

Tabla 10. Valores de incertidumbre de medida para cada nivel de validacion.

Nivel de validacion U(%)
Nivel inferior 20%
Nivel Intermedio 2%
Nivel superior 4%

Con estos datos se establecen los siguientes intervalos de incertidumbre: 20% para
concentraciones entre 0,03 y 1 mg de NO,/Il, 2% para valores entre 1y 50 mg de NO,/I, y 4%
para el intervalo de 50 a 100 mg de NO, /I (tabla 10).

En resumen, la validacién del método en el nivel inferior era necesaria para poder establecer si
el método cumplia con el limite de cuantificacion establecido en el R.D. 140/2003 (0,03 mg de
NO>/I), hecho que se cumple debido a que, cuando las concentraciones de nitritos presentes en
la muestra se encuentran entre 0,03 y 1 mg de NO/I los resultados caracteristicos minimos
respecto al sesgo, precision e incertidumbre de medida estdn por debajo de los limites

permitidos.

El limite de deteccidn se calculé a través de la ecuacion 6 del protocolo de validacién, a partir de
valores obtenidos de la matriz, es decir, de blancos de muestra, y su valor es de un 8% del valor
paramétrico. Por tanto, se cumple con los requisitos expuestos en el Real Decreto, ya que el

valor maximo permitido es de un 10%, es decir 0,01 mg de NOy/I.

Cuando se analizan concentraciones entre 1y 100 mg de NO,/I, los valores del sesgo, precision
e incertidumbre de medida se encuentran dentro de los limites establecidos por el Real Decreto
140/2003 y no presentan grandes variaciones. No obstante, a concentraciones altas, entre 50 y
100 mg de NOy/lI los valores son ligeramente superiores. El intervalo lineal del
espectrofotometro Spectroquant® Prove se encuentra entre 0,03 y 2,1 mg de NO,/I, por lo que
las muestras de concentracién superior han de ser diluidas, lo que supone una contribucion

adicional a la incertidumbre de medida.

4.5, Certificado de validez del método

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede confirmar que el método colorimétrico para
la determinacién de nitritos en agua mediante espectrometria que se ha desarrollado cumple
con los requisitos establecidos en el Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero por el que se
establecen los criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano.
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De esta manera se puede declarar la validez del método para su uso previsto mediante un
certificado de validez que debe estar firmado por los responsables del laboratorio (figura 4).

Figura 4. Certificado de validez del método.

ILaI:lc-ratu-rin X

Certificado de Validez

|Dedaracion de Conformidad para el método:

Determinacion de nitritos en aguas de consumo de acuerdo al R.D. 140/2003 mediante Spectroquant
Prowve Test en cubetas

|Especificadones:
* UME-EN ISO/EIC 170252017
* Real Decreto 140/2003

|intervalo de validacion:

Desde 0.03 mg de NO, /1 hasta 100 mg de NO; f1

|Regla de desicion:

Pars Resultados caracteristicos maximos
[% del valor paramétrico)
Sesgo 10
Precision 10
Limite de deteccion 10
Limite de cuantificacion 30
Incertidumbre de medida 20
|Resultados:
Resultados caracteristicos maximos
Parametros Mived indericr et io 2] ———
|[I].EI:I.::-CEIIJ, S0mg de N0, /1] | 100 mg de MOy
Sesgo (%) 533 036 0.39
Precisitn (%) B.17 0.4 079
Limite de deteccion {%) B 8 B8
Limite de cuantificacion (mg/f1) 30 30 30
Incertidumbre de medida (%) 20 2 -I-I

Conformidad de los resultados:

El método cumple con las especificaciones requeridas para la determinacion de nitritos en aguas de
consumo, por lo gue se declara su validez.

Realizado por: Rewisado por: robado por:

JFdo. Fdio. Fdio.
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5. Conclusiones

Se ha elaborado un procedimiento de ensayo para la determinacién de nitritos en aguas de
consumo mediante el método colorimétrico del kit Test en cubetas Nitritos Spectroquant acorde

con la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 y las instrucciones del kit.

Se han elaborado registros y hojas de calculo para la verificacion del espectrofotémetro de
medida a partir de las instrucciones del fabricante y para la calibracién del material volumétrico
a pistén a partir de las normas internacionales de referencia cumpliendo los requisitos de la

norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017.

Se ha disefiado un formato de informe de ensayo que cumple con los requisitos minimos

exigidos en la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 para estos registros.

Se han establecido las caracteristicas de funcionamiento que debe cumplir el método,
parametros de la validacion, para ser valido para su uso previsto (cumplimento del Real Decreto
140/2003), asi como los materiales de referencia, equipos y materiales necesarios para dicha

validacion, cumpliendo los requisitos de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017.

Se ha disefado el proceso de validacion del método mencionado para el cumplimiento del Real
Decreto 140/2003 en aguas de consumo aplicando un ensayo anidado en tres niveles de
concentracién en muestras de referencia preparadas a partir de materiales de referencia

certificados consistente en la medicidn por duplicado de las muestras durante 10 dias.

Se harealizado el tratamiento estadistico de los resultados experimentales obtenidos del ensayo
anidado mediante hojas de calculo disefadas especificamente, obteniéndose los valores
caracteristicos del método tal y como se ejecuta en el laboratorio para el sesgo, la precisidn, la

incertidumbre y los limites de cuantificacién y de deteccidn.

Se ha elaborado un formato de certificado de validez del método y emitido el correspondiente

a la validacion realizada.

Se ha demostrado que el método validado cumple con los requisitos establecidos en el Real
Decreto 140/2003 para su uso en el control de la concentracion de nitritos en las aguas de

consumo.

De todo lo anterior se demuestra que se han alcanzado los objetivos académicos planteados al
haber realizado un estudio en profundidad y aplicacion practica de varias normas utilizadas

habitualmente en el entorno profesional de laboratorios de ensayo.
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7. Anexos

Figura 5. Hoja de cdlculo con datos experimentales para el nivel inferior de validacion.

Logo Laboratorio Validacion
Nivel de Validacion: Inferior
Valor de Referencia (mg/1 NO,): 0.03 Factor de dilucién: 1
o~ P . Correccion con factor de
Fechayhora| Analista Equi Lote de Serie icplica ) ecnicaz Matriz diluci6 ¥ Vr
Y A4P9 1 reactivos (mg/l) | (me/) | (mg/l) [
Réplical Réplica 2
1 0.033 0.03 0.006 0.027 0.024 0.026 | 4.50E-06
2 0.033 0.033 0.006 0.027 0.027 0.027 | 0.00E+00
3 0.04 0.038 0.01 0.03 0.028 0.029 2.00E-06
4 0.029 0.029 0.006 0.023 0.023 0.023 0.00E+00
5 0.033 0.033 0.008 0.025 0.025 0.025 | 0.00E+00
6 0.04 0.033 0.01 0.03 0.029 0.030 | 5.00E-07
7 0.035 0.033 0.006 0.029 0.027 0.028 | 2.00E-06
3 0.033 0.033 0.006 0.027 0.027 0.027 | 0.00E+00
9 0.04 0.038 0.008 0.032 0.03 0.031 2.00E-06
10 0.035 0.035 0.008 0.027 0.027 0.027 | 0.00E+00
Media 0.027 0.027 | 1.10E-06
Varianza 5.75E-06 5.46E-06
SESGO. Estimacion del error sistematico.
Error
Error lati 9.33 Recuperacion (%) 90.67 Sesgo (%) 9.33
Absoluto 0.0028 Relativo b [+ 5 g b
(%)
Grados de e c
libertad = =
Indice de C tibilidad Test de Fish s1° -
ndice de Compatibilida 3.54 est de Fisher ST 5.46E-06 9 2347 2.960
s2° 1.10E-06 10
Varianzas Signiticativamente Diferentes
INCERTUDUMBRE de la medida.
Incertidumbre combinada de preparacion del patrdn
© wacien Doneentrasian  Wolumen ol
CF1 SNSSMUESSN  materislde  pipetade olumen [T 0.058
el referencia pistn(my  mEErEz(ml)
[ 0.12
10 1000 1 100
u 3.5 4.62E-03 0.058
CF2 0.03 10 0.3 100 [V 0.00022
u 0.058 0.0014 0.058 U 0.00045
U 1.49%
Incertidumbre de medida.
Upy 6.07E-03
20%
Precision
Presicion de Reproducibilidad
L 0.0025 Ujpeemician) 0.000006
oV (%) 8.17
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Figura 6. Hoja de cdlculo con datos experimentales para el nivel de validacién intermedio

Logo Laboratorio Validacion
Nivel de Validacion: Intermedio
Valor de Referencia (mg/l NO,): 2.1 Factor de dilucion: 1
L L . Correccién con factor de
) . Lote de . Réplica1 Réplica 2 Matriz L
Fechay hora [ Analista Equipo reactivos Serie (me/l (me/l (me/l dilucion X vV
Réplica 1 Réplica 2

1 2.108 2.089 0.006 2.102 2.083 2.093 1.81E-04

2 2.107 2.104 0.006 2.101 2.098 2.100 | 4.50E-06

3 2111 2.094 0.01 2.101 2.084 2.093 1.45E-04

4 2.106 2.103 0.006 2.1 2.097 2.099 | 4.50E-06

5 2.095 2.104 0.008 2.087 2.096 2.092 | 4.05E-05

6 2.083 2.088 0.01 2.073 2.078 2.076 | 1.25E-05

7 2.104 2.095 0.006 2.098 2.089 2.094 | 4.05E-05

8 2.098 2.109 0.006 2.092 2.103 2.098 6.05E-05

9 2.103 2.111 0.008 2.095 2.103 2.099 3.20E-05

10 2.095 2.089 0.008 2.087 2.081 2.084 1.80E-05

Media 2.09 2.09 5.38E-05

Varianza 8.26E-05 5.73E-05
SESGO. Estimacién del error sistematico.
Error Error .
Absoluto 0.0076 Relativo (%) 0.36 Recuperacion (%) 99.64 Sesgo (%) 0.36
Grados de
libertad Fue Fer
Indice de Compatibilidad 0.60 Test de Fisher 517 5.73E-05 9
z 2.347 1.064
52 5.38E-05 10

Varianzas Significativamente lguales

INCERTUDUMBRE de la medida.

Incertidumbre combinada de preparacién del patrén

Concentracion

Cnn(EntraI(u']n —— anurr.mnl pipeta  Volumen Uner 0.012
del patrén . depiston [ml)  matraz (ml) =
referencia
Uy 0.024
21 1000 0.21 100
u 3.5 9.70E-04 0.058 !

Incertidumbre de medida.

Ui 5.16E-02

2%

Precision
Reproducibilidad Intermedia
sD 0.009 u 0.00008
CV (%) 0.44
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Figura 7. Hoja de cdlculo con datos experimentales para el nivel superior de validacion.

Logo Laboratorio Validacion
Nivel de Validacion: Superior
Valor de Referencia (mg/l NO,): 100 Factor de dilucidn: 100
Fechay h Analista Equi Lote de seri Réplica 1 Réplica 2 Matriz CG"ECCI:: C[tr,l jactorie v
echay hora nalis ui . erie ; r
Y IR0 reactivos (mgh) | e/ | (mg —__ldon .
Réplica 1 Réplica 2
1 0.984 0.983 0.006 58.394 98.294 98.344 | 5.00E-03
2 1.001 1.003 0.006 100.094 100.294 100.154 | 2.00E-02
3 1.008 0.995 0.01 100.79 99.49 100.140 8.45E-01
4 0.995 0.99 0.006 99.494 98.994 99.244 | 1.25E-01
5 1.009 0.99 0.008 100.892 98.992 99.942 | 1.80E+00
1] 1.006 0.993 0.01 100.59 99.29 99.940 8.45E-01
7 0.989 0.997 0.006 98.894 99.694 99.294 | 3.20E-01
8 0.996 1.004 0.006 99.594 100.3954 99.994 3.20E-01
9 0.998 1.004 0.008 99.792 100.392 100.092 1.80E-01
10 0.992 0.986 0.008 99.192 98.592 98.892 | 1.80E-01
Media 99.61 09.61 | 4.64E-01
Varianza 0.621 3.97E-01
SESGO. Estimacion del error sistematico.

Error 0.39 Error 0.39 Recuperacidn (%) 99,61 Sesgo (%) 0.39

Absoluto ’ Relativo (%) i P ’ B i

Grados de p .
libertad 1= ¢
Indice de Compatibilidad 0.87 Test de Fisher 517 3.97E-01 9
P > 2.347 (0.855
527 4.64E-01 10

Varianzas Significativamente lguales

INCERTUDUMBRE de la medida.

Incertidumbre combinada de preparacion del patrdn

Concentracidn

Cnncentrat:\dn e Volumen pipeta Volumen Uret 0.37
del patrén P [mil} matraz (ml})
Uper 0.75
100 1000 10 100
u 35 1.15E-02 0.058

Incertidumbre de medida.

Upg 3.96
4%

Precision

Repreducibilidad Intermedia

sD 0.79

CV (%) 0.79

0.63
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