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%ditorial

Estimados lectores:

a Universidad Juarez Autonoma de Tabasco hoy ha asumido un reto que la lleve a tener todos los

indicadores de calidad, mejorando no solo los programas de estudio de los diferentes niveles que

los lleven o mantengan acreditados. Dentro de estos indicadores se busca tener productos de
excelencia en todos los temas que cubre la universidad como son las publicaciones periddicas. Por lo
mismo nuestra revista de Divulgacion esta encaminada a atender este proceso de revision de procesos,
actualizacién y modernizacidn que realiza la institucion, para asumir los nuevos compromisos que la
UJAT tiene con el Estado y la region, asi como con la sociedad con la que se vincula. Estos procesos de
reflexion han permitido generar estrategias e ideas dirigidas a realizar cambios que nos permitan
mejorar, las que estan siendo generadas por los profesores de nuestra Division Académica y que pronto
compartiremos con ustedes. Este afio, se han tenido interesantes eventos, que muestran la consolidacién
que tienen ya varios de nuestros grupos de investigadores tanto local, como regional y nacionalmente.

Tenemos un comité trabajando para proponer una serie de innovaciones con el que se estd
transformando nuestra revista, que nos permita identificar mejores opciones y aprender no solo de
nuestra experiencia sino de nuestras revistas hermanas en la Universidad que es lo que se busca lograr.

Como podran corroborar en este numero se empiezan a reflejar algunos cambios que se estan
preparando para una nueva imagen de nuestra revista. En este nimero se presenta una recopilacion de
cinco articulos que representan reportes de investigaciones tanto de cuerpos académicos de nuestra
Division, como de estudiantes de maestria, lo que reflejan el reto que se ha asumido en la Divisién
Académica de Ciencias Bioldgicas de divulgar sus resultados en este espacio. Ademas se incluyen siete
notas de temas que sin duda son de actualidad entre las que se encuentran dos asociadas al Congreso
Mexicano de Ecologia realizado en Villahermosa en 2013 y que nos permite tener informacion para
reflexionar en las tendencias actuales de la investigacion cientifica, ademas de los intereses de
desarrollo de laregion.

Desde esta seccidon queremos agradecer a los interesados en realizar contribuciones a esta revista, asi
como a los investigadores que han asumido la responsabilidad de apoyarnos en la revision del material
que recibimos. Aprovechamos también para reiterar la invitacion a seguir considerando esta opcion para
publicar no solo por ser la revista de nuestra Division, y esperamos que los alumnos tanto de maestria
como de licenciatura no olviden este espacio para hacernos llegar sus contribuciones y reiterar que esta
abierto a todos los miembros de la comunidad universitaria.

Lilia Gama Rosa Martha Padrén Lépez
Editor en Jefe Directora

Division Académica de Ciencias Biologicas
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco






Validacion de métodos analiticos en laboratorios
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Resumen

imprescindible para los laboratorios de ensayo

de aguas residuales que quieren garantizar la
calidad y confiabilidad de sus resultados. En este
articulo se discute el concepto de validacion, las
ventajas y beneficios que proporciona y la
metodologia que deben seguir los laboratorios para
validar sus métodos, con base en el cumplimiento
de los parametros de limite de deteccion, limite de
cuantificacién, intervalo lineal y de trabajo,
recuperacion, sesgo, precision (repetibilidad vy
reproducibilidad) e incertidumbre. Asi mismo, se
describe que parametros son aplicables para cada
técnica en especifico y la manera de cémo
desarrollarlos adecuadamente para cumplir con los
criterios de aceptacion de cada parametro a evaluar.
Este enfoque también es aplicable para otros
laboratorios de ensayo (clinicos, alimentos,
microbiologicos, centros de investigacion, etcétera)
que deseen realizar la validacién de sus métodos.

I a validacion de métodos analiticos es

Introduccion

Un laboratorio de ensayo de aguas residuales tiene
como objetivo proporcionar resultados de calidad
que contribuyan a la preservacion y mejora de los
cuerpos de agua, para ello necesita garantizar la
calidad de sus resultados a través del uso de
métodos analiticos que sean confiables, precisos y
adecuados para su proposito.

En México se han emitido normas, guias y
reglamentos para normalizar las condiciones del
desarrollo de métodos analiticos para disminuir la
variabilidad de los resultados en los laboratorios que
trabajan bajo las mismas condiciones, método,
personal, entre otros (Suarez et al., 2009). Dentro de

Villahermosa, Tabasco, México
muribel@hotmail.com

estas normas se encuentra la norma mexicana
NMX-EC-17025-IMNC-2006 homologa a la norma
internacional ISO/IEC 17025:2005, que establece
los “Requisitos generales para la competencia de
los laboratorios de ensayo y calibracion”.

Los laboratorios de ensayo de aguas que
desean acreditarse bajo un organismo pertinente y
demostrar que poseen un sistema de gestion de la
calidad, que son técnicamente competentes y que
generan resultados técnicamente validos, deben de
cumplir con los requisitos que se describen en la
NMX-EC-17025-IMNC-2006. Es por ello, que los
laboratorios deben validar todos los métodos que
utilizan (Lazos y Hernandez, 2004), ya sea los
desarrollados en el mismo laboratorio, por otros
laboratorios o los procedentes de fuentes
bibliograficas (Suarez et al., 2009).

La validacion es la confirmacién por examen y
la aportacion de evidencia objetiva, de que los
requisitos particulares para un uso especifico
previsto se cumplen (1ISO 1994b, citado en Boqué et
al., 2002). Un método de ensayo al ser validado,
proporcionara resultados fiables y exactos para su
proposito perseguido, determinara la incertidumbre
del método y respondera a la confianza del o los
cliente(s) que haya(n) solicitado un trabajo analitico
(Eurachem, 2005).

El proposito de este trabajo es discutir que es la
validacion de métodos, su importancia en los
laboratorios de ensayo y los parametros a cumplir
para obtener la exactitud que proporcionan los
valores resultantes cuando se emplean métodos
validados (limite de deteccién, limite de
cuantificacién, intervalo de trabajo y lineal,
recuperacion, sesgo, precision e incertidumbre).
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Validacion de métodos analiticos en laboratorios de ensayo de aguas residuales

¢ Qué es lavalidacion de métodos?

En la actualidad el concepto mas utilizado por los
laboratorios de ensayo para la definicion de
validaciéon, es el descrito en la norma NMX-EC-
17025-IMNC-2006, la cual establece que la
validacion es la confirmacion, a través del examen y
el aporte de evidencias que se cumplan con los
requisitos particulares para un uso especifico
previsto.

Esta definicién implica que para validar un
método analitico se deben considerar y aplicar los
requisitos especificos de cada método, ya que no
existe un proceso general de validacién que cumpla
con los requisitos particulares y fines previstos de
cada método a validar; los cuales deben definirse
antes de comenzar con el proceso de validacion
(Boqué et al., 2002).

Para mediciones analiticas, Eurachem (2005)
define la validacion de métodos como el proceso de
establecer una necesidad analitica y las
caracteristicas de desempefo, limitaciones del
método e identificacion y magnitud de las
interferencias que pueden cambiar esas
caracteristicas (Lazos y Hernandez, 2004).

En México y otros paises del mundo, la
validacion de métodos analiticos de aguas
residuales es fundamental para los laboratorios de
ensayo que los desarrollan, ya que estos estan
sometidos a diferentes niveles de regulacion
(Normas Oficiales Mexicanas NOM, Normas
Mexicanas NMX, American Standard Test Methods
ASTM, criterios de aseguramiento de la calidad,
entre otros); por lo tanto, necesitan comprobar su
capacidad para realizar dichos métodos en la
confiabilidad y repetibilidad de sus resultados
(Ramos et al., 2010). A su vez, el creciente uso de
los sistemas de gestion de la calidad exige la
evolucion de los laboratorios de ensayo desde la
certificacion hasta la acreditacion.

Lazos y Hernandez (2004) establecen que el
objeto de la validacion puede aplicarse, ademas de
los métodos de ensayo; a procesos,
procedimientos, disefios, instrumentos, sistemas,
productos, servicios, modelos, etc.

¢Por qué validar métodos?

La validacion de métodos de aguas residuales

proporciona confianza, calidad y seguridad. Por tal
motivo, Baptista et al. (2009) afirman que la
validacion debe realizarse rutinariamente en los
laboratorios de ensayo y no solo por exigencias de la
normatividad aplicada.

La importancia de validar métodos analiticos se
basa principalmente en los beneficios y ventajas
que provee la validacién de laboratorios de ensayo
de aguas residuales. Algunos de estos beneficios y
ventajas son:

* Obtener una acreditacién por parte de un
organismo acreditador (en México es la entidad
mexicana de acreditacion “EMA”; es un
organismo encargado de acreditar los
laboratorios de ensayo).

* Aumento en la satisfaccion de los clientes cuando
solicitan un trabajo analitico, en la que se supone
que el laboratorio tiene un nivel de conocimiento
experto sobre la calidad del agua que el cliente no
tiene por si mismo (Eurachem, 2005).

* Brindar confianza en los resultados emitidos
sobre la calidad del agua, los cuales han
demostrado ser adecuados para su proposito.

« Satisfacer las necesidades del cliente en tiempos
de atencion y niveles de servicio (Baptista et al.,
2009).

* Disminuir y controlar los factores que llevan a la
imprecision o inexactitud de un dato generado
(Gomaraetal.,2004).

* Conocer la incertidumbre del método analitico
para emitir resultados exactos y reproducibles.

* Optimizar los procesos de medicién al analizar lo
mejor posible el mensurando, conllevando a una
disminucion en costos por repeticion de pruebas
y desperdicio de materiales y reactivos (Baptista
etal.,2009).

* Aumentar los estandares de calidad en servicio,
atencion y producto, por parte de los proveedores
de servicios, equipos y reactivos (Baptista et al.,
2009).

* Tener el reconocimiento del sector industrial o de
la sociedad en general, al proporcionar
resultados confiables y exactos.

O
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» Estar a la vanguardia del avance cientifico y
tecnologico, al utilizar Materiales de Referencia
(MR), Materiales de Referencia Certificados
(MRC), materiales y equipos certificados y/o
calibrados.

» Contribuir a la mejora y preservacion de los
cuerpos de agua.

 Estar al nivel Nacional e Internacional de
laboratorios de ensayo de aguas.

¢, Qué parametros aplicar en una validacion?

Cuando un laboratorio de ensayo de aguas
residuales busca realizar la validacién de sus
métodos analiticos normalizados (NOM, NMX,
ASTM), necesita cumplir con los parametros
aplicables para cada método de ensayo, utilizando
una validacion de tipo parcial, en base a los criterios
indicados por CENAM y EMA (2008a y b) para
métodos normalizados. Los parametros aplicables
para una validacion parcial son: limite de deteccion,
limite de cuantificacion, intervalo lineal y de trabajo,
recuperacion, sesgo, precision (repetibilidad y
reproducibilidad) e incertidumbre. El Cuadro 1,
muestra los parametros a evaluar para los métodos
que requieran en su desarrollo las técnicas.

A continuacion, se definen cada uno de los
parametros aplicables a una validacién parcial y se

describe explicitamente como obtener su valor y los
criterios de aceptacion utilizados para éste fin.

Recuperacion. CENAM y EMA (2008a y b),
definen la recuperacion como “La proporcion de la
cantidad de analito, presente en la porcién de la
muestra o adicionado a ésta, que es cuantificada
por el método de ensayo. La recuperacion se evallua
en porcentaje del analito presente o0 agregado a una
muestra de control de calidad, evaluando la
eficiencia de extraccion, proceso de preparacion o
interferencias que pueden existir al aplicar el
método de ensayo”. La expresion empleada para
obtener el % de Recuperaciéon (% R) es:

% R = (Valor obtenido / Valor de referencia) x 100

(1)

Donde valor obtenido se define como el valor
promedio obtenido del analisis y valor de referencia
se define como el valor de la concentracién
conocida. Esta expresion es valida cuando el analito
se afnadié a una matriz en blanco. El % R tiene que
ser igual o lo mas cercano al 100 %. Una buena
recuperacion del método esta entre el 98% al 102%,
siempre y cuando no exista un intervalo de
recuperacion dado para el método analitico
(Gomaraetal., 2004).

Limite de Deteccion. El limite de deteccion
(LD) se define como “la cantidad o concentracion

Cuadro 1. Parametros aplicables para validar parcialmente métodos de ensayo de
aguas residuales.

Técnica

Parametro G\;ca)‘llli::\zttr:iaa y Electrometria | Cromatografia | Espectrofotometria
Recuperacion ~ ~ ~

Limite de deteccién ~ ~

Limite de cuantificacion \ A \

Intervalo lineal y de trabajo \* A * A \
Reproducibilidad v \ \ \
Repetibilidad \ v A A

Sesgo \ \ A A
Incertidumbre ~ ~ ~ ~

NOTA: *Se evalla solo el intervalo de trabajo

** Se evalUa el intervalo lineal o de trabajo dependiendo del método
D
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mas pequefia de un analito que puede ser detectada
pero no necesariamente cuantificada con exactitud”
(CENAM y EMA, 2008a y b) y se puede expresar
como la concentracién ¢, o la cantidad q,, que se
deriva de la medida mas pequefa x, que puede
detectarse por un procedimiento analitico dado. El
valor de X, esta dado por la ecuacion (Eurachem,
2005):

XLD = Xbl + k Sbl (2)

X, es la media de las mediciones del blanco,
Sbl es la desviacion estandar de las mediciones del
blanco y k es el factor numérico elegido de acuerdo
al nivel de confianza deseado. Eurachem (2005),
establece que para una validacion se debe
proporcionar un indicativo del nivel en el cual la
deteccion resulta problematica. Para éste propdésito
la aproximacién “blanco+3s” usualmente sera
suficiente. El valor del LD se puede calcular a través
de la ecuacion de regresion despejada (Suarez et
al., 2009), quedando la ecuacidén de la siguiente
manera:

LD = (X, —b)/m (3)

Donde X, es el valor obtenido en la ecuacion 3,
b es el intercepto con el eje (ordenada) y m es la
pendiente de la curva en la ecuacién de regresion.

Limite de Cuantificacién. Eurachem (2005),
define el limite de cuantificacion como “el contenido
igual o mayor al menor punto de concentracioén en la
curva de calibracion (excluyendo el blanco)”, el cual
no debe ser determinado extrapolando la curva de
calibracion por debajo de la concentracién mas baja
(CENAMYyEMA, 2008ay b).

La habilidad para cuantificar se expresa en
términos del valor del analito que producira
estimaciones con una desviacion estandar relativa
(DSR) comunmente al 10% (Eurachem, 2005).
Algunas convenciones utilizan la misma expresién
de la ecuacién 2, a diferencia que X, se sustituira
por X, , para este parametro. Asi mismo, X,, S, y k
representan lo mencionado en la ecuacion 2
(CENAM y EMA, 2008a y b). Sin embargo, IUPAC
recomienda una k = 10 para una DSR del 10%
(Boqué et al., 2002). El Limite de Cuantificacion
(LQ) se puede calcular a través de la ecuacion de
regresion despejada, quedando como (Suarez et
al., 2009):

LQ=(Xo—b)/m 4)

X, €s el valor obtenido en la ecuacion, b es el
intercepto con el eje (ordenada) y m es la pendiente
de la ecuacion de regresion.

Intervalo de Trabajo y Lineal. CENAM y EMA
(2008a y b), sefalan que el intervalo de trabajo se
obtiene a través de la medicibn de muestras con
diferente concentracion del analito, seleccionando
el intervalo de concentracién que proporciona un
nivel de incertidumbre aceptable. El extremo inferior
delintervalo de trabajo, se limita para los valores del
limite de deteccidon o cuantificacion. En el extremo
superior, las limitaciones seran impuestas por varios
efectos que dependen del sistema de respuesta del
instrumento, siendo una de estas el valor hasta
donde llegalarespuesta lineal (Eurachem, 2005).

Suarez et al. (2009) mencionan que la
linealidad es directamente proporcional a la
concentracion del analito; se expresa y grafica en
términos de variacion de la pendiente de la linea
obtenida por la ecuacion de larecta:

y=mx+b (5)

Donde y es la respuesta de la medicion, x es la
concentracion del analito, m la pendiente y b el
intercepto. Su representacién grafica debe
presentar una buena correlacion de los puntos
experimentales a la recta de regresion (CENAM y
EMA, 2008a y b), generan un coeficiente de
determinacion (R*) 0,98 (Aguilera et al., 2003 y Soto
et al., 2002). La Figura 1, presenta el
comportamiento grafico y visual de un método
analitico no lineal, en la cual se puede observar que
la respuesta analitica (concentracion obtenida) se
encuentra en funcion de la concentracion del analito
(concentracion tedrica) y en la que su linealidad se
limita hasta una cierta concentracién
(aproximadamente 400 mg/L, para el ejemplo
dado). En cambio, la Figura 2 representa
graficamente el comportamiento lineal que debe
presentar el método analitico a evaluar, asi como el
valor del R2 dado. En base al ejemplo dado
(Figura1), como la linealidad visual se presenta
hasta 400 mg/L, el intervalo lineal se trazara hasta
esa concentracion (Figura 2). Los valores del eje Xy
eje Y dependen de las concentraciones evaluadas
para cada método en particular. Suarez et al. (2009)
indican que la linealidad también se puede verificar
a través del grafico de residuos (e, = y-y,; donde y es
el valor predicho y y,son los valores observados de
y)-

.
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Figura 1. Grafica De No Linealidad Para Métodos
Analiticos

Figura 2. Grafico de Linealidad para Métodos Analiticos

La Figura 3 muestra los tipos de graficos de
valores residuales que se pueden llegar a presentar
al desarrollar la linealidad del método. La Figura 3a
muestra una buena distribucion de valores
residuales. La Figura 3b muestra que los residuos
no tienen el mismo valor absoluto. La Figura 3c los
valores residuales muestran tendencias probables
de no linealidad. La Figura 3d muestra la presencia
de un valor atipico probable en los datos
establecidos (Boque et al., 2002).

Sesgo. Es la diferencia entre el valor esperado
de los resultados de prueba y un valor de referencia
aceptado (Eurachem, 2005). Una mayor diferencia
con respecto al valor de referencia aceptado se
refleja por un valor de sesgo mayor (CENAM vy
EMA, 2008ay b). En un método analitico el sesgo se
puede estimar utilizando la siguiente expresion
indicada por CENAMy EMA (2008ay b):

Sesgo (%) = [(Valor verdadero - Valor obtenido)/
Valor verdadero] x 100 (6)

El valor verdadero es el valor de concentracion
conocida y valor obtenido es el valor promedio
obtenido del analisis. El sesgo no debe ser mayor al
15%. La Figura 4, muestra los dos componentes del
sesgo debidos al método y al laboratorio. El sesgo
del método surge de los errores sistematicos
inherentes al método. El sesgo del laboratorio surge
de errores sistematicos adicionales caracteristicos
del laboratorio y de la interpretacion que hace del
método (Eurachem, 2005).

Repetibilidad. CENAM y EMA (2008a y b),
definen la repetibilidad como la cercania entre si de
las medidas obtenidas con el mismo método, sobre
idéntico material o muestra, con la aplicacién total
de las siguientes condiciones: EI mismo
procedimiento de medicion, el mismo analista, el
mismo instrumento de medicion utilizado en las
mismas condiciones, el mismo lugar y la repeticion
dentro de un periodo corto de tiempo.

El parametro estadistico que caracteriza este
estudio es la Desviacion Estandar Relativa (DSR),
la cual debe estar por debajo del 1% (Suarez et al.,
2009). Eurachem (2005) establece que se deben
realizar diez repeticiones a diferentes niveles de
concentracion dentro del intervalo de trabajo y
determinar la media y desviacion estandar de cada
concentracion, para poder asi obtener la DSR.
Segun Portuondo y Portuondo (2010), la Figura 5
muestra graficamente el concepto de repetibilidad,
es decir, representa la proximidad de concordancia
que debe existir entre los resultados (la linea central
de la curva evalua la proximidad entre los
resultados) cuando se sujeta a las mismas
condiciones de medicion.

Reproducibilidad. Es la proximidad de la
concordancia entre los resultados de las mediciones
del mismo mensurando, con las mediciones
realizadas haciendo variar las condiciones de
medicién. Para que una expresion de la
reproducibilidad sea valida, es necesario especificar
las condiciones que se hacen variar. Las
condiciones que se hacen variar pueden ser segun
CENAM y EMA (2008a y b): el principio de
medicion, el método de medicion, el observador o
analista, el instrumento de medicién, el patron de
referencia, el laboratorio y periodos largos de
tiempo.
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. 4
Figura 3. Grafica de Valores Residuales
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Figura 5. Representacion Grafica de Repetibilidad.

Al igual que la repetibilidad, la medida
cuantitativa que caracteriza este estudio es la DSR,
la cual debe estar por debajo del 2% (Suarez et al.,
2009). Eurachem (2005) establece que se deben
realizar 10 repeticiones a diferentes niveles de
concentracion dentro del intervalo de trabajo y
determinar la media y desviacion estandar de cada
concentraciéon, para poder asi obtener la DSR.
Segun Portuondo y Portuondo (2010), la Figura 6
muestra graficamente el concepto de
reproducibilidad, es decir, representa la proximidad
de concordancia entre los resultados de un mismo
mensurando pero con diferentes condiciones de
medicion (A, B, y C representan la condicion que
cambia, por ejemplo: analista 1, analista 2 y analista
3).

Figura 6. Representacion Grafica de Reproduciblidad.

Reproducibilidad

Condicion

Incertidumbre. La NMX-EC-17025-IMNC-
2006 indica que los laboratorios de ensayo deben de
estimar la incertidumbre de la medicién. Una
estimacion razonable se basara en el desempefio

del método y en el alcance de la medicién, por tal
motivo, el laboratorio debe de identificar todos los
componentes de la incertidumbre. La incertidumbre
es el parametro asociado con el resultado de una
medida que caracteriza la dispersiéon de los valores
que se pueden atribuir razonablemente al
mensurado (VIM, 2009). El mensurado es la
magnitud sujeta a medida (CENAM y EMA, 2008ay
b). La incertidumbre sirve para aumentar la
confianza de la exactitud del resultado de una
medicion. Eurachem (2005) establece que el
parametro de incertidumbre puede ser la desviacion
estandar (o multiplo de ella), la cual indica los
errores aleatorios que pueden existir en el método
analitico.

Los laboratorios de ensayo de aguas residuales
que estimaran la incertidumbre de sus métodos
analiticos deben considerar: La precision
(repetibilidad y reproducibilidad) total del método en
un periodo largo de tiempo, el sesgo e
incertidumbre, incluyendo la incertidumbre
estadistica asociada a las mediciones del sesgo y la
incertidumbre del material de referencia o del
método y las incertidumbres de calibracién de los
equipos o de los materiales.

Conclusiones

La validaciéon de métodos es un elemento basico en
los sistemas de calidad, ya que al confirmar por
medio de evidencias que los laboratorios de ensayo
cumplen los requisitos para un uso especifico, se
garantiza la calidad, confianza y seguridad de sus
resultados analiticos.

La validacién es indispensable para los
laboratorios de ensayo de aguas residuales, ya que
a través de esta pueden obtener su acreditacion,
conocer la incertidumbre de sus mediciones,
cumplir con la satisfaccion y necesidades de sus
clientes, contribuir a la mejora y preservacion de los
cuerpos de agua, estar a la vanguardia del avance
cientifico y tecnologico, y principalmente, controlar
los factores que afectan sus métodos analiticos y
resultados.

Los parametros comunes aplicables en la
validacién de métodos de aguas residuales por
diferentes técnicas analiticas son: la recuperacion,
el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, el
intervalo lineal y de trabajo, la reproducibilidad, la
repetibilidad, el sesgo e incertidumbre de la
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medicion. El resultado de una validacion de
métodos proveera a los laboratorios de ensayo de
aguas residuales una herramienta que cumpla un
propoésito o requisito dado, esto es, la solucién a un
problema analitico en particular.
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