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1. Introduccion

La medicion en quimica analitica cuantitativa
mediante curvas de calibracion se basa en la
relacion entre la magnitud fisicoquimica registrada
por el instrumento (como absorbancia o
transmitancia) y su interpretacion metrologica a
través de Materiales de Referencia Certificados
(MRC), expresados en unidades de concentracion o
cantidad de sustancia.

El proceso comprende tres etapas inseparables:
primero, la obtencion de la funcion de calibracion
(FC) que vincula la senal del instrumento con la
cantidad de sustancia; segundo, la aplicacion de
esta funcion para determinar la concentracion de la
muestra; y tercero, la verificacion del método
realizada por el laboratorio, concebida como un
proceso integral de control de calidad y no como
una accion aislada del analista.

En cada etapa se resalta la importancia de mantener
la trazabilidad metrologica conforme al Sistema
Internacional de Unidades (Sl), un requisito
fundamental para asegurar validez, precision y
comparabilidad nacional e internacional,
garantizando resultados confiables y reproducibles.
Esta disertacion aborda el tema desde un enfoque
teorico y holistico, describiendo en detalle los pasos
para la correcta obtenciony uso de la FC. Se emplea
como ejemplo practico la  determinacion
cuantitativa de cadmio por espectroscopia de
absorcion atomica, basado en el ejemplo A5:
Determinacion de la liberacion de cadmio de
articulos de ceramica por espectrometria de
absorcion atomica, dado en la referencia [1].

Para facilitar el tratamiento de la data, asumiremos
que la muestra a evaluar es liquida, cadmio en agua,
para ello se digesto 100mL de muestra y se
recomponen a 100mL con agua purificada después
de digestion, para ser sometida a analisis por
Absorcion Atomica, la ecuacion fundamental queda
establecida por la ecuacion dada a continuacion:

[mg/Ll =V +6 Ec. 1

pred repro

Donde:
[mg/L] = Concentracion de Cadmio en mg/L

V., = Valor predicho por regresion

6__ = Correccion por reproducibilidad su valor es

repro

cero, mas no su incertidumbre
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2. Funcion de Calibracion

En la mayoria de las mediciones instrumentales en
quimica analitica cuantitativa, la magnitud basica
registrada por el equipo no se corresponde
directamente con la cantidad de sustancia, salvo
excepciones como las balanzas, cuyo resultado se
vincula directamente a la unidad fundamental de
masa (kilogramo).

Por ejemplo, en espectrofotometria se mide una
magnitud fisicoquimica como la absorbancia o la
transmitancia, mientras que los resultados se
expresan en unidades de concentracion, como
mg/L, pg/L, mol/L etc. Debido a que estas
magnitudes instrumentales estan funcionalmente
relacionadas con la propiedad quimica o
fisicoquimica de interés, es indispensable establecer
una FC que relacione la senal del instrumento con la
concentracion que se busca determinar, aplicando
las correcciones correspondientes.

Idealmente, dicha funcion es lineal o puede
ajustarse para aproximarse a la linealidad, como
cuando se trabaja con soluciones diluidas bajo la
Ley de Beer-Lambert en espectrofotometria. Sin
embargo, en ciertos casos la funcion puede ser
polinomica o adoptar formas matematicas mas
complejas, lo que complica el ajuste y la estimacion
rigurosa de la incertidumbre asociada.

La obtencion precisa de la FC requiere la seleccion
adecuada de los niveles de concentracion y los
MRC disponibles. Esto permite estimar la
incertidumbre en diferentes rangos, asi como definir
limites de deteccion y cuantificacion bajo
condiciones controladas y aplicando el método
correctamente.

Es importante destacar que la incertidumbre es un
vinculo inseparable entre calibracion y medicion,
componentes complementarios de un mismo
proceso, segun lo define el Vocabulario
Internacional de Metrologia (VIM): [2]

Calibracion: Operacion que, bajo condiciones
especificadas, establece en una primera etapa
una relacion entre los valores y sus
incertidumbres de medida asociados obtenidos 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
relacion que permita obtener un resultado de
medida a partir de una indicacion.

El proceso de medicion en quimica analitica
cuantitativa debe seguir pasos rigurosos para
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garantizar la trazabilidad metrologica: verificacion
del sistema de medicion, ajuste del instrumento si es
posible, y calibracion u obtencion de la FC.

Al obtener y evaluar la FC debe considerarse:

Linealidad o proporcionalidad: Confirmar que
exista una relacion  proporcional  (lineal
preferiblemente) adecuada entre el mensurandoy
la respuesta del instrumento, conforme al método
empleado.

Regla de decision: Establecer criterios para
evaluar la funcion 'y su incertidumbre,
comparandolos con objetivos definidos en la
verificacion, para determinar conformidad o
necesidad de ajustes.

Correcciones: Decidir si aplicar factores de
correccion a los resultados o incorporarlos como
componentes adicionales de incertidumbre, si no
se corrigen explicitamente.

3. Funcion de calibracion y medicion

Para ilustrar la obtencion de la FC ajustada a nuestro
ejemplo inicial y la incertidumbre asociada al valor
predicho por regresion, se emplea el ejemplo A5
mencionado previamente [1].

En el ejemplo, se utiliza una matriz de cinco nivelesy
tres repeticiones de los MRC de cadmio, cuyos
resultados se resumen en la siguiente tabla:

Tabla N° 1: Resultados de FC

Concentracion | Absorbancia réplicas
MRC mg/L Rep. | Rep. | Rep.
1 2 3

0.1 0.028 | 0.029 | 0.029

0.3 0.084 | 0.083 | 0.081

0.5 0.135 | 0.131 | 0.133

0.7 0.180 | 0.181 | 0.183

0.9 0.215 | 0.230 | 0.216

En la grafica de los resultados (Fig. 1) se observa una
aparente linealidad, pero al analizar los residuos (Fig.
2) surge una tendencia de no linealidad, lo cual es
comun dado que la linealidad segun la Ley de
Beer-Lambert solo se mantiene en diluciones
ideales.

Parametro Valor Desviacion
estandar
Coeficiente de determinacion R? 0.9944 | --——--
Desviacion estandar regresion (S) 0.0055 | -----—--
Intercepcion (Punto de corte). 0.0087 | 0.0029
Pendiente m 0.2410 | 0.0050

La muestra, tras digestion, fue medida dos veces,
con un valor promediode V= 0.26 mg/L.

Para hallar la incertidumbre combinada, debemos
aplicar la ley general de propagacion de la

incertidumbre a la ecuacion 1, guedando como:

2
Upmg/Llca = \/ (,r00) + (Brepro)” Ec. 2

Donde:

Uyprog = Incertidumbre tipica del valor predicho por
la regresion
8 __ = Aporte por reproducibilidad

repro

La incertidumbre combinada del valor predicho por
regresion sera:

tiyreg = ) + () + (un)” + (un)’ + () + ()" EC 3

Absorbancia {A) Grafico de los residuales

0015
Patronesme/l

Fig. 2 Representacion

Fig. 1. Representacion grafica de los residuos

grafica mg/L vs A

A pesar de esto, en quimica suele asumirse
linealidad para coeficientes de determinacion R2
mayores a 0.99. Mediante analisis de regresion,
usando software comun como Excel, se obtuvieron
los parametros:
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Elaporte por regresion u,, puede ser obtenido por la
ecuacion sugerida por la Guia CG 4 EURACHEM /
CITAC la cual establece:

(VPT'@_IS)Z

— Ec. 4
(2eep- 25

+4
n

vl

Donde:

S= Desviacion estandar de la regresién: 0.0055
m = Pendiente: 0.2410

P = Numero de mediciones a la muestra: 2

n = Matriz: 15

V,re= Valor predicho: 0.26mg/L

P= promedio de los patrones: 0.5mg/L

¥.(P?)= Suma cuadrada de los patrones: 1.65
(X P;)?=Cuadrado suma de los patrones: 6.25

Sustituyendo los valores en la Ecuacion 4, queda:

0.0055 [1 1 (0.26— 0.5)2
Ur=02410 2T 5T ( 6-25)
: 1.65 — 825
15

= 0.018mg/L

Los patrones fueron preparados a partir de un
Material de Referencia Certificado (MRC) de
cadmio de 500 mg/L + 0.5 mg/L, por lo que es
necesario estimar la incertidumbre asociada a
cada patron en funcion del factor de dilucion
aplicado. Aunque en el ejemplo citado no se
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especifica dicho factor, para obtener los aportes
individuales de cada patron se debe partir de la
ecuacion fundamental:

La incertidumbre combinada del valor predicho sera
obtenida por sustitucion de la Ecuacion 3,
quedando como:

[Pimg/L] = P g_i-

Donde:

P,.s.=Concentracion del Patron |

P,,= Concentracion de la solucion Madre 500mg/L
A= Alicuota de la solucion madre para preparar el
patron i

D =Dilucion usada para el patron i

La incertidumbre combinada de la concentracion
de cada patron se estima aplicando la ley de
propagacion  de  incertidumbre,  pudiendo
emplearse la Regla Ne 2, la cual considera las
contribuciones parciales de cada variable
involucrada.

La incertidumbre estandar asociada a los materiales
volumétricos puede considerarse como el Error
Maximo Permisible (EMP) dividido por la raiz
cuadrada de 3, siempre que se haya establecido
conformidad previa con el certificado de calibracion
correspondiente a cada material volumétrico.
(|E|+U)<EMP:

gy P ) (B e
Donde:

up,=Obtenida del MRC, “.

[Pimg,L]=Vanr preparado del patén i

Ec.5

La incertidumbre combinada podria ahora ser
obtenida para cada patron segun se presenta en la
tabla N° 2

Tabla N° 2: Estimacion de la incertidumbre de
los patrones Pi

V. Nominal Alicuota EMP u
mgl

mg/L pL pL mg/L

0.1 20 0.16 | 0.00048

0.3 60 0.48 | 0.0014

0.5 100 0.80 | 0.0024

0.7 140 1.12 | 0.0033

0.9 180 1.44 | 0.0043
Dilucién de cada patrén 100mL
EMP Matraz aforado de dilucion +0.1mL
Micropipeta 20uL a 200uL. EMP +0.8%
Solucién Madre (MRC) 500 mg/L + 0.5 mg/L
Nota: Las diluciones y el material volumétrico empleado solo
se colocaron como ejemplo ya que no son reportadas en la
literatura original
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Upre = 4/(0.018)% + (0.00048)? + (0.0014) + (0.0024)? + (0.0033)2 + (0.0043)2

Upre = 0.019mg/L

4. Verificacion del método:

Como es sabido por todos, la verificacion de un
meétodo es exigencia fundamental para poder
ejecutar mediciones trazables, para ello se hace
necesario la aplicacion de disenos experimentales
que permitan demostrar a través de evidencias
objetivas de que se alcanzan los parametros de
desempeno, para este boletin solo Nos centraremos
en la reproducibilidad.

La reproducibilidad objetivo a alcanzar puede ser la
tomada del estandar método, donde se reporta que
la reproducibilidad objetivo por Absorcion Atomica
(AA) y digestion total sigue la ecuacion:

S.=0.0300[pg/L1+0.94
Donde:

[ug/L]I= Concentracion 9 pg/L a 1 943 ug/L

En consecuencia, para un nivel de 0.26 mg/L (260
ug/L), el laboratorio debe demostrar que alcanza
una reproducibilidad mejor a:

S,=0.0300%260+0.94=8.74pg/L

8.74 pg/L (0.0087mg/L)

Esta verificacion podria ser realizada a traves de
disenos experimentales, por ejemplo, 8 periodos dos
repeticiones y “n” niveles segun lo recomienda la
Guia Eurachem [2].

Para efectos de calculo asumiremos que el
laboratorio alcanza una reproducibilidad menor,
pero la maximiza usando la reportada por el
estandar meétodo. En  consecuencia, la
reproducibilidad seria 0.0087mg/L, la incertidumbre
combinada del valor predicho seria obtenida por
sustitucion en la Ecuacion 2:

Umg/Leq = +/ (0.019)% + (0.0087)2 = 0.021mg/L

Los grados efectivos de libertad pueden ser
obtenidos por la ecuacion de Welch-Satterthwaite

4
_ Upmg/L) gy
Verr = T ot

GL

Los grados efectivos de libertad estan limitados por
la regresion 14 grados de libertad y el diseno
empleado en la verificacion (ocho periodos dos
repeticiones, equivalen a 15 grados de libertad por
nivel)

0.021*
=26

V =
eff ~ oo018* = 0.0087%
15 15
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5. Incertidumbre expandida
Por la teoria del limite central que establece que las
combinaciones de diferentes  distribuciones
originan una distribucion normal a menos que exista
una distribucion no normal muy superior a las
demas, la distribucion resultante sera normal.
El factor de cobertura k para un 95,45% es 2,1009, la
incertidumbre expandida vendra dada por la
ecuacion

Ugp =Kl g1164=0-0044mg/L

Exp

Reporte:

«(0,260mg/L + 0,006mg/L; Una cifra significativa,
redondeo por exceso.

«0,2600mg/L  + 0,0044mg/L; Dos cifras
significativas

6. Conclusiones:

« La obtencion y uso adecuado de la Funcion de
Calibracion (FC), fundamentada en principios
metrologicos y soportada por Materiales de
Referencia Certificados, constituye un elemento
esencial para asegurar la validez, trazabilidad y
confiabilidad de los resultados en la quimica
analitica cuantitativa.
Si bien la linealidad de la FC representa una
condicion ideal, en la practica su aceptacion debe
basarse no unicamente en valores elevados del
coeficiente de determinacion (R?), sino también en
el analisis critico de los residuos y en la evaluacion
de su impacto sobre la incertidumbre de
medicion, evitando interpretaciones simplificadas
del desempeno del método.
La estimacion rigurosa de la incertidumbre debe
abordarse como un proceso integral que
incorpore  de  manera  consistente  las
contribuciones derivadas de la regresion, la
preparacion de los patrones, la reproducibilidad
del método vy las decisiones adoptadas durante la
calibracion. Solo bajo este enfoque es posible
obtener resultados metrologicamente validos,
comparables y técnicamente defendibles.

. Finalmente, la verificacion del método se
consolida como un requisito indispensable para
demostrar la aptitud del sistema de medicion bajo
condiciones reales de wuso, reforzando el
concepto de que calibracion, medicion e
incertidumbre no son etapas aisladas, sino
componentes inseparables de un mismo proceso
analitico trazable.
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