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1. Ensu 37.2reunién, el Comité del Codex sobre Métodos de Andlisis y Toma de Muestras (CCMAS),
tomando como base el documento de sala CRD26, acord6 crear un Grupo de trabajo electrénico (GTe),
encargado de lo siguiente:

Determinar esferas de mejora y modificaciones de las Directrices sobre la incertidumbre en
la medicion (CAC/GL 54-2004).

Recomendar procedimientos, en caso necesario, para determinar la incertidumbre de los
resultados de medicion que comprendan submuestras, procesamiento y andlisis de muestras en las
directrices CAC/GL 54-2004.

Evitar toda clase de solapamiento con las Directrices sobre la estimacion de la incertidumbre
de los resultados (CAC/GL 59-2006).

2. El GTe estaba compuesto por mas de 70 miembros de diferentes esferas de trabajo que
representaban gran parte de la experiencia en analisis. La lista de participantes figura en el Apéndice Il.

3. Sehan manifestado algunas reservas acerca de la presentacién prematura de un proyecto revisado
de las Directrices GL 54 antes de haber determinado las esferas de mejora. Sin embargo, durante la
33.2reunién del CCMAS, celebrada en 2010, se dedicé mucho tiempo a debatir enmiendas, por lo que
seria mas eficaz y llevaria menos tiempo elaborar un proyecto revisado que sirviera de base para las
posibles mejoras y en el que se tomaran en consideracion las deliberaciones de 20101

4. A fin de que el documento GL 54 siga siendo lo mas sencillo posible y seguin lo debatido en la
Ultima reunién del CCMAS:

e se han eliminado las redundancias de las notas explicativas, que se incluyen ahora en el texto
principal;

e sobre la base del documento de sesién CRD 262 de la Gltima reunién, se ha afiadido un nuevo
capitulo que recoge los procedimientos para determinar la incertidumbre de los resultados de
medicion;

e se han revisado los ejemplos para que respeten estrictamente las normas y las directrices
internacionales citadas;

e se ha armonizado el cuadro sobre las incertidumbres previstas de la medicién con el del
Capitulo 1.3 de la Seccion Il del Manual de procedimiento del Codex.

5. Aparte de eso, todos los aspectos de importancia general de la incertidumbre de medicién
(denominada en adelante “IM”) del documento GL 54 original se mantienen en el presente anteproyecto
(Apéndice I), si bien era necesario explicar la importancia de la IM en términos de su influencia sobre
los planes de muestreo —es decir, en el procedimiento de evaluacién de lotes— y su funcién en la
evaluacion de la conformidad de una determinada muestra analitica.

6. [En consecuencia, en el presente proyecto revisado de Directrices GL 54 se explica la influencia de
la IM sobre los planes de muestreo y las correspondientes decisiones en cuanto a la conformidad de
los lotes, ademas de recogerse enlaces a las hormas ISO pertinentes sobre muestreo.

1 ALINORM 10/33/23.
2 Se podréa consultar el documento CRD 26 aqui.
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Debate del GTe

7. EIGTe ha presentado 12 observaciones con propuestas de mejora y modificacion y solo una en la
gue se rechazaba un cambio sustancial. En esta Ultima se argumentaba que el proyecto de Directrices,
con inclusién de los procedimientos para la estimacién de la IM, es demasiado amplio y deberia ser de
facil comprension para quienes debaten y llegan a acuerdos sobre las especificaciones del Codex y
gue necesitan conocer los efectos que tendra sobre la aceptacion de las muestras.

8. Las esferas determinadas para la mejora y las modificaciones de las Directrices CAC/GL 54-2004
y las correspondientes recomendaciones y fragmentos del proyecto revisado de Directrices GL 54 son
las siguientes:

El texto principal de las Directrices GL 54 originales (vigentes) se compone de tres secciones
(introduccion, terminologia y recomendaciones) y de un anexo con notas explicativas en las
gue se ofrece mas informacion. Con objeto de evitar las redundancias, en el proyecto de
documento la estructura difiere de la del original.

Deberia analizarse qué estructura es mas facil de utilizar. Se han manifestado reservas
respecto de la aplicacion de los procedimientos practicos para determinar la IM (seccion 4).

» Podria debatirse si las Directrices GL 54 deberian o no tener también un uso préactico —del
mismo modo que las Directrices generales sobre muestreo (CAC/GL 50 - 2004) en el caso
de los planes de muestreo y las CAC/GL 59 en el de la IM en los andlisis de plaguicidas—
y proporcionar algo mas que aspectos generales. La alternativa seria separar la parte
tedrica y la practica en unas directrices y el correspondiente documento de informacion.

Algunos miembros del GTe pidieron que se afiadieran ejemplos practicos de calculos de la IM
en situaciones concretas.

» Esto supondria un gran volumen de texto y seria contrario al objetivo de hacer que las
Directrices GL 54 siguieran siendo lo mas sencillas posible. Por lo general deberia
debatirse si realmente es necesario hacer una demostracion de los célculos, si suponemos
que los laboratorios interesados tienen una amplia experiencia en la aplicacién de férmulas.

Deben aclararse los motivos para la estimacién de la IM.

» Como se indica en los parrafos primero y séptimo de la introduccion del documento GL 54,
el motivo juridico se deriva de los requisitos de la norma ISO 17025 y el practico de la
evaluacion de la muestra de ensayo con un nivel razonable de confianza.

Se sefialé que en las situaciones Il y 11l de la Figura 1, el procedimiento propuesto para el uso
de la IM en la evaluacion de la muestra puede permitir la aceptacion de las muestras cuyos
valores reales se encuentren por encima del nivel maximo.

» En tal caso, teniendo en cuenta la “hip6tesis nula” de conformidad, la probabilidad de no
conformidad es inferior al 95 % exigido (penultimo péarrafo del capitulo 1).

Se recomendo6 que se indicaran los puntos a favor y en contra de los procedimientos concretos
para estimar la IM.

» Elegir el procedimiento concierne al laboratorio de que se trate. Depende del personal y los
recursos financieros, asi como del tiempo disponible. Como se sefiala en el primer parrafo
de la seccibn 4, no hay una “jerarquia”.

¢, Deberia calcularse la IM para cada combinacion de método de ensayo y matriz?
> El andlisis de diferentes matrices se recoge en la Seccion 4.1.2.

Debe aclararse la diferencia entre la evaluacion de la conformidad y el muestreo de aceptacion,
asi como la influencia de la IM sobre los planes de muestreo.

> Asi se hizo en los parrafos 2-4 de la Seccion 1, donde se hace referencia a las normas 1SO
correspondientes.

Deben armonizarse los diferentes tipos de métodos analiticos con el Manual de procedimiento
del Codex.

» Cuando fue el caso, se afiadieron los tipos correspondientes del Codex entre paréntesis.

Se han manifestado reservas respecto de los valores previstos de las estimaciones de la
incertidumbre de la medicidon basados en la ecuacién de Horwitz/Thompson (Seccion 6).
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» Se sefal6 la conformidad con el Manual de procedimiento del Codex.
e Se pidi6 que se examinaran los métodos microbiolégicos.

» Segun el debate celebrado en la 37.2 reunién del CCMAS (los métodos microbioldgicos se
encuentran fuera del mandato del CCMAS), la estimacién de la IM de los métodos
microbiolégicos no se incluia.

e Se presentaron diversas recomendaciones y correcciones técnicas y de redaccion.
» Setuvo en cuenta la mayoria de ellas.

Por ultimo, a fin de lograr un procedimiento ulterior orientado a los objetivos, se recomienda tomar
medidas concretas sobre la base del proyecto revisado de Directrices GL 54 que se presenta.

Recomendacién

Basandose en el resumen presentado mas arriba y el anteproyecto revisado (Apéndice |), se invita al
Comité a considerar si deberia iniciarse una labor de revision de las Directrices sobre la incertidumbre
en la medicién (GL 54).
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Apéndice |
Anteproyecto revisado de Directrices sobre la incertidumbre en la medicion (CAC/GL 54-2004)
(para informacion)
1. Introduccion:

Uno de los requisitos de la norma ISO/IEC 17025:2005 (1), que el Codex ha adoptado como referencia,
es que los laboratorios de ensayo deben tener y aplicar procedimientos para estimar la incertidumbre
de la medicion. Los informes de los ensayos deben recoger informacion sobre la incertidumbre de la
medicion cuando es pertinente para la validez o la aplicacién de los resultados de los ensayos, cuando
las instrucciones del cliente lo requieran o cuando la incertidumbre afecte al cumplimiento con un limite
de especificacion. La Comisién del Codex Alimentarius ha elaborado las Directrices para evaluar la
competencia de los laboratorios de ensayo que participan en el control de las importaciones y
exportaciones de alimentos (CAC/GL 27-1997), en las que se exige a los laboratorios que intervienen
en la importacion o exportacién de alimentos que cumplan con los criterios generales establecidos en
ISO/IEC 17025.

No deben confundirse las actividades de evaluacion de la conformidad y las de muestreo de aceptacion.
La incertidumbre de la medicién es importante en metrologia, donde necesariamente debe suponerse
la “hip6tesis nula” de conformidad. Sin embargo, la incertidumbre de la medicién solo hace referencia
a la incertidumbre de los resultados de una Unica muestra de laboratorio como tal. No abarca la
incertidumbre relacionada con las muestras extraidas de un lote de producto.

Por tanto, también en cuanto a las estimaciones cuantitativas de muestras de ensayo, en caso de
inspeccion por variables e inspeccién por atributos (si estas dependen de los resultados de las
estimaciones cuantitativas), la aceptacién de un lote se basa en los criterios de los planes de muestreo
correspondientes.

Sin embargo, si la incertidumbre de la medicién no es insignificante o0 dominante en comparacién con
la incertidumbre del muestreo (que se probara solamente estimando la incertidumbre de la medicién),
en el caso de la inspeccion por atributos (dependiendo de las estimaciones cuantitativas), si influye en
la decision de si las muestras de ensayo cumplen o no la especificacion, es decir, en el nimero de
aceptacion o rechazo (1ISO 2859-1/-2 [2,3]). En el caso de la inspeccién por variables, ciertamente
influye en el tamafio de la muestra (ISO 3951-2, Anexo P [4] 0 ISO 10725, Anexo B [5]).

La incertidumbre en la medicion puede considerarse como la variabilidad en torno a los resultados
comunicados de una muestra de ensayo dentro de la cual se puede esperar que se encuentre el valor
“real” de la muestra analitica con una probabilidad razonable.

Por tanto, tal como se indica en las Directrices, la mayor parte de los resultados analiticos se comunican

en la forma de “a + U”, en que “a” es la estimacion del valor del mesurando y “U” es la incertidumbre
expandida con un nivel de confianza del 95 %.

Es importante examinar la incertidumbre en la medicién al decidir si una muestra experimental cumple
0 no la especificacion.

La importancia de este aspecto puede ilustrarse con el ejemplo del diagrama (Fig. 1), en el que se ve
el caso mas sencillo que se produce cuando las decisiones se adoptan a partir de una sola muestra
experimental.

En el ejemplo siguiente el resultado de la prueba se compara con la especificacién, que consiste en un
nivel maximo. El ejemplo ilustra la forma en que podria tomarse en cuenta el concepto de incertidumbre
en la medicién al interpretar los resultados analiticos obtenidos en una muestra analizada.
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Fig.1: Comparacion de los resultados de ensayos con un nivel maximo teniendo en cuenta la
incertidumbre expandida de la medicion.

Situacion |

El resultado analitico menos la incertidumbre expandida en la medicién da un valor superior al nivel
maximo. El resultado indica que el analito medido en la muestra de ensayo supera la especificacion.

Situacion Il

El resultado analitico supera el nivel maximo en medida menor que la incertidumbre expandida de la
medicién.

Situacion Il

El resultado del analisis es inferior al nivel maximo en medida menor que el valor de la incertidumbre
expandida de la medicién.

Situacién IV

El resultado del analisis es inferior al nivel maximo en medida mayor que el valor de la incertidumbre
expandida de la medicion.

Naturalmente, en las situaciones Il y lll, el procedimiento propuesto para el uso de la incertidumbre de
la medicién en la evaluacion de la muestra puede permitir la aceptacién de las muestras cuyos valores
reales se encuentren por encima del nivel maximo. No obstante, teniendo en cuenta la “hipétesis nula”
de conformidad, la probabilidad de no conformidad es inferior al 95 % exigido.

Las implicaciones de las situaciones | a lll en el caso de los ensayos sobre el cumplimiento del LMR se
examinan ampliamente en las Directrices sobre la estimacion de la incertidumbre de los resultados
(CAC/GL 59-20086).

2. Definicion:
La definicién internacional de incertidumbre en la medicion es la siguiente:

Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores cuantitativos que se atribuyen al
mesurando (6).

NOTAS:

108. El parametro puede ser, por ejemplo, una desviacion tipica (o un determinado mdltiplo
de ella) o la mitad de la anchura de un intervalo con un grado de confianza declarado.

109. La incertidumbre de la medicion comprende, en general, muchos elementos. Algunos
de ellos pueden evaluarse a partir de la distribucion estadistica de los resultados de una serie
de mediciones y caracterizarse mediante desviaciones tipicas. Los demas elementos, que
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también pueden caracterizarse mediante desviaciones tipicas, se evallan a partir de funciones
supuestas de densidad de probabilidad, basadas en la experiencia o en otra informacién.

110. Queda entendido que todos los elementos de la incertidumbre, incluidos los que derivan
de efectos sistematicos (sesgo), como por ejemplo los asociados con correcciones y normas
de referencia, contribuyen a la dispersion.

3. Recomendaciones generales:

1. Unlaboratorio de ensayo deberia tener y aplicar un procedimiento para estimar la incertidumbre
de la medicion (ISO/IEC 17025).

2. Laincertidumbre en la medicion de un resultado analitico puede estimarse mediante diversos
procedimientos, en particular los descritos por JCGM (GUM) (7) y por EURACHEM (8). En esos
documentos se recomiendan procedimientos basados en un enfoque por componentes, datos
sobre validacién de métodos, datos sobre control interno de la calidad y datos sobre pruebas
de aptitud. En muchos casos se puede determinar la incertidumbre general mediante un estudio
entre varios laboratorios (en colaboracién), mediante una serie de matrices de la
UIQPA/ISO/AOAC INTERNATIONAL (9), mediante los protocolos ISO 5725 (10-13) o mediante
la correspondiente guia de la ISO 21748 (14).

3. La incertidumbre de la medicién y su nivel de confianza debera proporcionarse al usuario
(cliente) de los resultados que la solicite (ISO/IEC 17025, pérr. 5.4.6).

4. Procedimientos recomendados para estimar laincertidumbre de la medicién:

Hay muchos procedimientos disponibles para calcular la incertidumbre en la medicion de un resultado.
Las directrices del Codex no recomiendan ningun planteamiento en particular, pero es importante que,
independientemente del planteamiento que se utilice, el procedimiento sea fiable desde el punto de
vista cientifico. Ningln planteamiento puede considerarse mejor que otro, siempre y cuando el
procedimiento utilizado sea apropiado y fiable; esto significa que no hay ninguna “jerarquia” de los
procedimientos.

En general, los procedimientos se basan en un planteamiento de componente por componente (“de
abajo arriba”) o en un enfoque “de arriba abajo” que utiliza datos procedentes de ensayos en
colaboracién, estudios de aptitud, estudios de validacion o muestras destinadas al control de calidad
dentro del laboratorio, o bien en una combinacion de dichos datos.

Los siguientes procedimientos para calcular la incertidumbre de la medicion deberian considerarse
como ejemplos practicos que pueden aplicarse en muchas situaciones cotidianas. Con el fin de lograr
la aceptacion de ambos socios comerciales, los conceptos se basan estrictamente en las directrices y
normas recomendadas internacionalmente (JCGM 100:2008: Evaluation of measurement data. Guide
to the expression of uncertainty in measurement (GUM), EURACHEM / CITAC Guide CG 4: Quantifying
Uncertainty in Analytical Measurement y protocolos ISO).

La elaboracién de los ejemplos no pretende ser exhaustiva y, en circunstancias especiales, tal vez sea
necesario aplicar otro tipo de procedimientos racionales mediante acuerdo. Ademas, no son aplicables
a situaciones en las que existe una normativa legal u otras directrices aceptadas internacionalmente
gue definen reglas especiales para la estimacion de la incertidumbre de la medicién (p. €j., la ecuacién
de Horwitz como parametro empirico). En particular, en el caso de los residuos de plaguicidas, los
procedimientos no se solapan con las disposiciones de las Directrices sobre la estimacién de la
incertidumbre de los resultados (CAC/GL 59-2006).

Con el fin de tomar en consideracion el mayor ndmero posible de situaciones analiticas, los
procedimientos se han elaborado para distintas clases de métodos de andlisis (métodos normalizados
o internos). En el presente documento no se incluyen disefios experimentales de factores mdltiples,
mediante analisis de la varianza, ni la propagacién de distribuciones utilizando un método de Monte
Carlo, si bien se facilitan las referencias bibliogréaficas (15-18).

La incertidumbre de la medicién, que constituye un parametro del resultado del ensayo, se basa en
datos de precisién del método, tomando en consideracion las etapas del analisis que pueden
comprender la recogida de submuestras y el procesamiento y analisis instrumental de muestras. Los
componentes de la incertidumbre se combinan con arreglo a las reglas de propagacion de errores. En
lo fundamental, N desviaciones tipicas de la incertidumbre, s;1.n (0 desviaciones tipicas relativas; es
decir, coeficientes de variacion, cvi.n), del analisis estadistico de series de observaciones
experimentales sobre uno o mas componentes del proceso analitico y de la evaluacion —generalmente
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basada en un conjunto de informaciéon comparativamente fiable— pueden combinarse para obtener la
incertidumbre tipica total, u (o la incertidumbre tipica total relativa, ur) (GUM 5.1.2, 5.1.5, 5.1.6):

u=./s?+sZ+ ...+s ) Upeg =JCV2 + V2 + o tcvE D

*) Las formulas se refieren a los mensurandos resultantes de la suma y/o la diferencia de parametros
(izquierda) o derivados del producto y/o el cociente de los parametros (derecha). Dado que en la
practica la mayoria de los mensurandos analiticos se obtiene mediante formulas con productos y/o
cocientes de parametros, en el presente documento se utilizara la segunda férmula. En aras de la
simplificacién, se considera que los parametros no estan correlacionados.

De esta manera se consigue una ventaja practica, dado que los datos de precisién concretos obtenidos
de la validacién del método realizado por un solo laboratorio o de la validacién del método entre
laboratorios (después de demostrarse su idoneidad para el respectivo laboratorio de ensayos mediante
la verificacién de estos datos de precision) pueden utilizarse de forma combinada.

Los siguientes procedimientos estan ordenados de acuerdo con la clase especifica del método
analitico:

4.1. Métodos normalizados
4.1.1 Métodos de definicion

4.1.2 Métodos racionales (métodos de referencia)

4.2. Métodos validados por un solo laboratorio (métodos alternativos aprobados)
4.2.1 Métodos establecidos

4.2.1.1 Combinacion de la precision de repetibilidad de todas las
etapas del analisis

4.2.1.2 Precision estimada por una serie de analisis
4.2.1.2.1 Método de las normas ISO 5725-2 e ISO 5725-3
4.2.1.2.2 Método de duplicacion de ensayos
4.2.2. Métodos especiales
4.1. Métodos normalizados

En el caso de los métodos normalizados, la incertidumbre se establece utilizando una validacion
adecuada, incluidos los datos de precisiébn. En general, estos datos se basan en una validacion
exhaustiva del método entre laboratorios, realizada en la mayoria de los casos con arreglo a las
Harmonized Guideline (Directriz armonizada) de UIQPA/ISO/AOAC International, la norma ISO 5725-6
o las Guidelines for Collaborative Study Procedures to Validate Characteristics of a Method of Analysis
(Directrices para procedimientos de estudios en colaboracion dirigidas a validar las caracteristicas de
un método de analisis) de la AOAC International (19). Uno de los supuestos basicos que subyacen a la
norma ISO 5725-1 es que, para un método de medicidon estandar, la repetibilidad sera, al menos
aproximadamente, la misma para todos los laboratorios que apliquen el procedimiento normalizado, de
manera que resulte admisible establecer una desviacion tipica de la repetibilidad media comun, s;, que
sera aplicable a cualquier laboratorio. No obstante, los laboratorios, mediante la realizacién de una
serie de mediciones en condiciones de repetibilidad, deberian verificar que la desviacion tipica de la
repetibilidad media sea aplicable en determinadas condiciones (ISO 5725-6). La desviacién tipica de la
reproducibilidad, sg, del método normalizado se obtiene combinando s; con la desviacion tipica entre
laboratorios, s. (ISO 5725-2).

4.1.1 Métodos de definiciéon

Los métodos de definicion logran la comparabilidad entre laboratorios que miden el mismo material sin
intencion de obtener una medida absoluta de la verdadera cantidad de analito presente. Por
convencion, no se tienen en cuenta las correcciones para el sesgo del método o el efecto matriz. En
los casos en que para un método de definicion se disponga de datos de ensayo en colaboracion, se
deberia evaluar al menos la repetibilidad en el laboratorio concreto y demostrar que es comparable a
la s; pronosticada mediante el ensayo en colaboracion y documentada en el método; es decir, la
desviacion tipica de la repetibilidad deberia ser inferior o igual a s, (ejemplo A6 de EURACHEM). A
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priori, no debe tomarse en consideracidon ninguna contribucién del sesgo y, por consiguiente, es
adecuado utilizar los valores de la desviacion tipica de la reproducibilidad relativa (es decir, el
coeficiente de variacion), CVr —obtenidos del ensayo en colaboracion o la publicacién del método—
como incertidumbre tipica relativa, ure, €n el intervalo de niveles de analito medido (EURACHEM 7.6.3).

Los ensayos en colaboracion proporcionan material homogeneizado y en la mayoria de los casos
estabilizado, por lo que no abarcan el material de etapas de preparacion fisica (p. €j., trituracién y
desecacion). La contribucion de la incertidumbre de esa parte analitica también deberia tomarse en
consideracion (EURACHEM 7.6.1), siempre y cuando la contribucién sea significativa (es decir,
>1/3 CVr [EURACHEM 7.2.2]).

En caso de que la muestra de laboratorio presente una heterogeneidad significativa, deberia tomarse
en consideracion la contribucién de la incertidumbre de las submuestras. La significacion podria
evaluarse utilizando una verificacion de la homogeneidad tal como se expone en el Anexo B de la
norma 1SO 13528 (20), mediante la comparacién de la desviacién tipica relativa entre submuestras,
Ccvs, con la desviacion tipica relativa para la evaluacion de la aptitud, CV, (0 se emplea para el calculo
de las puntuaciones z), del método normalizado. La muestra de laboratorio puede considerarse
adecuadamente homogénea si cvs < 0,3 CVo.

La desviacion tipica entre las submuestras, ss, puede calcularse mediante el procedimiento
especificado en el Anexo B1 de la norma ISO 13528 y utilizando la férmula que figura en el Anexo B3
de la misma norma. Este ensayo duplicado también facilita informacién sobre la contribuciéon de la
incertidumbre del procedimiento de preparacion fisica:

Seleccionar de forma aleatoria un nimero g de las submuestras procedentes de la muestra del
laboratorio, siendo g >10.

e Preparar dos porciones analiticas a partir de cada submuestra utilizando técnicas adecuadas
para el material del ensayo a fin de minimizar las diferencias entre las porciones de muestra.

Tomando las porciones analiticas de 2g en un orden aleatorio, obtener un resultado de
medicién en cada una y completar la serie completa de mediciones en condiciones de
repetibilidad.

Calcular la media general x

¥I_. % . _ X1+ X
= == ¢ siendo X = A2

bl

Calcular la desviacién tipica, sx, de los valores promedio de la muestra:

Calcular la desviacion tipica dentro de las submuestras, sw, que es una medida de la
incertidumbre de la preparacion fisica:

g 2
Zt=1 Wi

oy siendo Wy = |xt,1 - xt.2|

e Calcular la desviacion tipica entre las submuestras, ss, multiplicando sw por el factor ¥ debido
a la media de los analisis duplicados utilizados:
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e yladesviacion tipica relativa de la heterogeneidad de la muestra:

Ss
Vg = —
ST %

En el caso de que la heterogeneidad de la muestra sea significativa (cvs > 0,3 CVy), la incertidumbre
tipica relativa de la medicion, urel, Se determina mediante la ecuacion:

Upep = /cv,% + cvi

Teniendo en cuenta la contribucién de la preparacién de la muestra en términos de incertidumbre (se
divide la desviacion tipica entre \2 para corregir una desviacion tipica para diferencias entre pares con
respecto a la incertidumbre tipica para los valores unicos),

1 s,
V2 x

la incertidumbre tipica relativa de la medicion, u, se determina mediante la ecuacion:

CUP =

Uper = \[cv}% + cv? + cvi

Nota: En las féormulas para calcular el resultado analitico, la influencia de las diferencias en el
submuestreo debido a la heterogeneidad y a la variabilidad de la preparacion puede aplicarse como
factores dispersos en torno al 1 (EURACHEM A4.3).

4.1.2 Métodos racionales (métodos de referencia)

En los métodos normalizados racionales la veracidad es una cuestion que deberia tomarse en
consideracion al calcular la incertidumbre de la medicion. El procedimiento actual se aplica a
situaciones en las que no se toma en consideracién ninglin sesgo. Pero esta hipotesis deberia
demostrarse mediante experimentos de recuperacion adecuados. Para muchos métodos racionales
normalizados se suministran materiales de referencia certificados. Como alternativa, se puede afiadir
a las muestras un nivel determinado del analito (preferiblemente matrices que no contengan el analito),
tomando en consideracion el distinto comportamiento de la sustancia afadida y la contraparte nativa.

En una primera etapa, a partir de n experimentos de recuperacion sobre material de referencia
certificado o material homogéneo afiadido (p. ej., se separan muestras homogeneizadas y se afiade
una porcion) con la concentracién de referencia, X, las concentraciones del analito, x;, y el sesgo, b,
se calcula el sesgo promedio del laboratorio, b:

E = %Z?ﬂ bi siendo bi = Xi = Xref

y se compara con la incertidumbre tipica, u, a la concentracion de referencia (multiplicando ure por la
concentracién del analito) en combinacién con la incertidumbre certificada del material de referencia o
la incertidumbre experimental del material afiadido calculada mediante pruebas de homogeneidad, Ures
(véase el apartado 4.1.1). El sesgo del laboratorio puede ignorarse si:

2
|b| <2 (%) + Ul

De lo contrario, el sesgo es significativo (EURACHEM 7.16) y el resultado analitico podria corregirse
en la medida del sesgo, teniendo debidamente en cuenta la incertidumbre de la correccién. En este
caso, la desviacion tipica, sg, del sesgo promedio se calcula de la siguiente manera:

1 S (bi—b)?

vn n-1

En el caso de que la matriz pudiera influir en el sesgo, los experimentos de recuperacién deberian
aplicarse en muestras obtenidas de distintas matrices y deberia utilizarse la contribucion en cuanto a
la incertidumbre de dicha matriz en particular que se corresponda con la muestra.

Sp =



CX/MAS 17/38/8 10

Nota: Deberia evitarse tomar en consideracion el efecto de sesgo (no es la incertidumbre del sesgo)
mediante la ampliacién de la “incertidumbre” asignada al resultado en lugar de corregir el sesgo. La
evaluacion de la incertidumbre del resultado de una medicién no debe confundirse con asignar un limite
de inocuidad a una determinada cantidad (Guide to the expression of uncertainty in measurement
(GUM), 6.3.1).

4.2. Métodos validados por un solo laboratorio (métodos alternativos aprobados)

Contrariamente a lo que ocurre con los métodos normalizados, en el caso de los métodos validados
por un solo laboratorio no se dispone de datos de precision normalizados publicados. Por consiguiente,
estos métodos estan sujetos a procedimientos de validacion ampliados. A pesar del caracter especial
de las situaciones, la validacion proporciona datos de precisién. No obstante, en el caso de que el
método validado por un solo laboratorio consista en una modificacion de un método normalizado
correspondiente, la estimacion de la precision deberia centrarse en las contribuciones de la
incertidumbre de esa modificacién. Las contribuciones de la incertidumbre deberian compararse con
los valores de la desviacion tipica de la reproducibilidad relativa (es decir, el coeficiente de variacion),
CVg, obtenidos del ensayo en colaboracion o la publicacion del método normalizado. En caso de que
la contribucion de las modificaciones en términos de incertidumbre sea insignificante, es adecuado
utilizar CVr como incertidumbre tipica relativa, ur, Y aplicar lo dispuesto en los procedimientos del
apartado 4.1.

Hay dos métodos generales para calcular la precision:

e Lacombinacion de la precision de repetibilidad de todas las etapas del andlisis (p. €j., el pesaje,
el secado, la extraccion, la dilucion y la medicién analitica) con las calibraciones asociadas y
otras fuentes de incertidumbre (p. €j., la pureza de los patrones de referencia o la experiencia
del personal que interviene en el ensayo).

e En la medida de lo posible, la precisién se calcula mediante una serie de analisis durante un
amplio periodo de tiempo para permitir la variacion natural de todos los factores de impacto.

En la préctica, suele ser necesario y conveniente combinar ambos tipos.
4.2.1 Métodos establecidos validados por un solo laboratorio (métodos internos)
4.2.1.1 Combinacion de la precisién de repetibilidad de todas las etapas del analisis

Los componentes de incertidumbre asociados con N posibles fuentes de incertidumbre se determinan,
se cuantifican como desviaciones tipicas, ui, se multiplican por los coeficientes de sensibilidad, c;, y se
combinan (GUM 5.1.3):

En el caso de que los distintos componentes no sean independientes desde el punto de vista
estadistico, deberan afiadirse los factores de correlacion correspondientes.

Las fuentes son, por ejemplo:
e Las sustancias normalizadas (incertidumbre o pureza certificada).
e La variabilidad fisica o quimica (extraccion, derivacion y estequimetria).

e La aplicacion de dispositivos de medicion para la preparacion de las muestras de ensayo
(balanzas, pipetas, termémetros, etc.).

e La aplicacién de instrumentos de analisis (estabilidad, calibracién, contaminacion, etc.).
e Las diferencias en la experiencia del personal que interviene en el ensayo.

El procedimiento empieza con la reflexion critica sobre la formula del mensurando; es decir, la relacion
entre el resultado y los valores introducidos. Debe verificarse la relevancia de la incertidumbre en todos
los parametros.

Asi, por ejemplo, la incertidumbre de la preparacion de la muestra se separa en las incertidumbres de
los distintos pasos (el pesaje, la homogeneizacién, el secado, la extraccion, la dilucion, etc.) que deben
combinarse.
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La incertidumbre del propio pesaje, por ejemplo, se calcula a partir de las contribuciones por separado
de la calibracion y la rastreabilidad (incluida la incertidumbre certificada de los pesos) y la incertidumbre
de la lectura (analégica/pantalla digital).

Obviamente, la estimacién de este tipo es un tema demasiado complejo para que se pueda describir
detalladamente en el presente documento. Para mas informaciéon al respecto, conviene remitirse a
JCGM 100:2008: Evaluation of measurement data. Guide to the expression of uncertainty in
measurement (GUM) y EURACHEM / CITAC Guide CG 4: Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement.

4.2.1.2 Precision estimada por una serie de andlisis

De acuerdo con la norma ISO 5725-3, la precision estimada en un laboratorio es la denominada
medicion de la precision intermedia, que es menor que la desviacion tipica de reproducibilidad basada
en la validacion del método entre laboratorios y, por consiguiente, es mas adecuada para el laboratorio
individual. Esta condicion intermedia de precision de la medicion incluye el mismo procedimiento de
medicién, la misma ubicacion y la repeticion de mediciones en objetos iguales o similares durante un
amplio periodo de tiempo, pero también puede incluir otras condiciones relacionadas con cambios
como calibraciones, calibradores, operadores y sistemas de medicién nuevos.

Por tanto, se recomienda empezar en una situacion que sea similar a la de la participacion en ensayos
de colaboracion (material homogeneizado y seco de una matriz concreta) y aplicar los componentes
adicionales.

Con este fin, en la estimacion de la precision realizada por un solo laboratorio se deberian tomar en
consideracion todas las partes del andlisis que intervendrian en el caso de que se efectuara una
correspondiente validacion entre laboratorios de un método normalizado. Estas partes comprenden
como minimo los procedimientos de extraccion, derivacién y digestién (variacién de la recuperacion) y
el proceso completo de medicién, incluida la calibracién y la rastreabilidad.

Una muestra de ensayo estandar que contenga una cantidad adecuada de analito (p. €j.,
homogeneizado y secado o procesado para garantizar la estabilidad de la matriz de los analitos) podria
analizarse varias veces durante un periodo de tiempo, utilizando en la medida de lo posible distintos
analistas y equipos (p. €j. los resultados de mediciones sobre muestras de control de la calidad), con
lo que se verificarian las condiciones de reproducibilidad en un solo laboratorio (EURACHEM 7.7.2) o
las condiciones intermedias de precision.

La desviacion tipica intermedia relativa, cvint, estimada mediante la utilizacion de los siguientes
procedimientos, como los correspondientes ensayos en colaboracion, no abarca los efectos de la
preparacion de la muestra, la heterogeneidad de la muestra y el submuestreo. A fin de tomar en
consideracion los componentes de incertidumbre, estos deberian combinarse con cvint tal como se
especifica en los procedimientos expuestos en el apartado 4.1.

Para la determinacién y la estimaciéon de la incertidumbre del sesgo, deben aplicarse los métodos
descritos en el procedimiento del apartado 4.1.2.

En el caso de que la incertidumbre pueda depender de los niveles de analito, los experimentos de
precisién deberian llevarse a cabo en distintos niveles, con arreglo a la norma ISO/IEC 17025, incluido
el nivel que sea pertinente para la evaluacion de la conformidad. La significacién de la influencia podria
verificarse mediante la prueba F o el test de Cochran para determinar la homogeneidad de las varianzas
de diferentes experimentos sobre distintos niveles del analito.

Finalmente, deberia tomarse en consideracién la incertidumbre de los patrones de calibracién (que
naturalmente podria ser mucho mayor que la incertidumbre certificada del material de referencia) o de
los materiales de referencia (que son insignificantes en la mayoria de los casos).

4.2.1.2.1 Método de las normas ISO 5725-2 e ISO 5725-3

Un enfoque adecuado compatible con la norma podria consistir en aplicar en la maxima medida posible
el procedimiento indicado en la norma ISO 5725-2, en el que la desviacion tipica de reproducibilidad,
Sr, de validacion de un método entre laboratorios se obtiene mediante la combinacion de la desviacion
tipica de la repetibilidad media, s, de todos los laboratorios con la desviacion tipica entre laboratorios,
SL.

Diferentes analistas analizan una muestra de ensayo estandar (homogeneizada y seca) durante un
periodo de n dias distintos (con una nueva extraccion/digestion y recalibracion). Cada dia, un nimero
k de réplicas del extracto o residuo de digestion microbiana se mide con los resultados Xj-1.k en



CX/MAS 17/38/8 12

condiciones de repetibilidad (medicion dentro de un plazo breve de tiempo, con instrumentos y
calibracion idénticos utilizados por el mismo operador) y se calculan los siguientes parametros:

e Cada dia i: A partir de los k resultados replicados, Xxj-1.k se calcula el valor medio, x;, y la
desviacion tipica de la repetibilidad, s;:

1 k
L k j:lj

e A partir de las desviaciones tipicas de la repetibilidad durante los distintos dias, Sri-1..n, S€
calcula la desviacion tipica de la repetibilidad media, Sr media:

Sr media =

e Se calcula la desviacion tipica “entre dias”, sq, de los valores medios, Xi=1._n, correspondientes
a los distintos dias:

siendo el valor medio total X =

e De acuerdo con la norma ISO 5725-3, la desviacién tipica intermedia se determina mediante:

— 2 2
Sint = |Srmedia T Sa
Finalmente, la desviacion tipica intermedia relativa se determina mediante:

_ Sint
CVint =

bl

4.2.1.2.2. Método de duplicaciéon de ensayos

Como alternativa al método anteriormente mencionado de las normas ISO 5725-2 e ISO 5725-3, la
variacion interserial general puede calcularse con un namero n de ensayos duplicados (muestras
homogeneizadas, cada una dividida en dos muestras de ensayo, que se someten a un procedimiento
completo de extraccion, digestion y determinacion incluida la recalibracién) (EURACHEM 7.7.2 y A4.4).

Para cada ensayo duplicado, i, se calculan las diferencias relativas, dirr, Yy la desviacion tipica de las
diferencias relativas, serer:

.  kitm
siendo 8i=xi1— Xz Y X = ”T”

n—1

_ \/Z?=1(6i rel — grel)z
587-91 -

. = 1
siendo Orer = n i=16irel

e Finalmente, esta desviacion tipica se divide entre V2 para corregir una desviacion tipica para

diferencias entre pares con respecto a la incertidumbre tipica para los valores Unicos, lo que

permite obtener la incertidumbre tipica intermedia relativa:

Sé‘rel

V2

CVint =



CX/MAS 17/38/8 13

4.2.2 Métodos especiales (métodos provisionales)

En la mayoria de los casos, los métodos especiales se basan en procedimientos normalizados o
consolidados validados por un solo laboratorio. Estos métodos se amplian de forma significativa (p. €j.,
a otros analitos 0 matrices) y generalmente no exigirdn una revalidacién completa, pero resulta muy
recomendable aplicar el procedimiento descrito en el primer parrafo del apartado 4.2. Se ofrece mas
informacion sobre la evaluacién de la incertidumbre de la medicion en el caso de los métodos
especiales en EURACHEM Guide (EURACHEM 7.10). Con el fin de obtener un poder estadistico
aceptable, debe replicarse el ensayo (incluidas todas las partes pertinentes del método) el mayor
ndmero de ocasiones que resulte posible desde un punto de vista practico. La comparacién de la
desviacion tipica relativa resultante con la incertidumbre tipica relativa del método basico proporciona
informacion acerca de la equivalencia en la precision del método especial. En caso necesario, deberia
notificarse la incertidumbre del método basico.

5. Incertidumbre de la medicién notificada:

La incertidumbre tipica relativa combinada de la medicion, ue, que se ha obtenido mediante la
aplicacién de uno de los procedimientos descritos anteriormente, constituye la base de la incertidumbre
ampliada notificada de la medicion, U. Se obtiene multiplicando la incertidumbre tipica de la medicion
por un factor de cobertura, k.

Para el nivel de confianza exigido (normalmente, el 95 %) se recomienda establecer k = 2 en la mayoria
de las ocasiones. No obstante, en el caso de que la incertidumbre combinada se base Unicamente en
unas pocas observaciones (por debajo de siete aproximadamente; es decir, menos de seis grados de
libertad v), k deberia ser equivalente al valor bilateral del factor t de Student (cabe sefialar que el limite
de confianza unilateral del 95 % es equivalente al limite de confianza bilateral del 90 %) para el
denominado nimero efectivo de grados de libertad asociados, incluida una contribucion de bajo
poder estadistico (GUM, Anexo G.4.1).

6. Valores previstos de las estimaciones de la incertidumbre de la medicion:

Las solicitudes de informacién sobre los valores previstos de las estimaciones de la incertidumbre de
la medicidn no suelen estar respaldadas por los analistas. Sin embargo, los usuarios de datos analiticos
y los clientes de los laboratorios que presentan tales datos piden frecuentemente tal informacion acerca
del nivel de incertidumbre que cabe esperar en los resultados de los ensayos. Temen que algunos
laboratorios subestimen su incertidumbre y, en consecuencia, notifiquen a sus clientes valores bajos,
poco realistas, de la misma.

De acuerdo con el Manual de procedimiento de la Comisién del Codex Alimentarius, para los analisis
guimicos que utilizan los valores de la sg obtenidos en ensayos en colaboracién, seria razonable prever
gue los valores de la incertidumbre (ampliada) comunicada por los laboratorios sean aproximadamente
los siguientes (calculados mediante la ecuacion de Horwitz/Thompson [21]):

Thompson Ecuacion de Horwitz (2C-0.1505)
Coeficiente ge <107 107 106 105 104 103 102 101 1
concentracién (C)
Unidad de <0,1 0,1 1 10 0,1 1 10 100 1000
concentracion mag/kg mg/kg | mg/kg | mg/kg | a/kg o/kg a/kg o/kg o/kg
PRSDr (%) 22 22 16 11 8 6 4 3 2
RSDr <2
PRSDr (%) <44 <44 | <32 <22 | =16 | =12 <8 <6 <4

PRSDr = valor previsto para la desviacion tipica relativa de la reproducibilidad.
RSDr = valor observado para la desviacion tipica relativa de la reproducibilidad en un estudio conjunto.

Cabe esperar que las incertidumbres en la medicién notificadas por cualquier laboratorio no superen
en mucho el valor de la sr a la concentracién de interés si el laboratorio se encuentra en situacion de
“control analitico”. Se esperaria que los laboratorios con mucha experiencia que llevan a cabo analisis
particulares con regularidad obtengan valores de incertidumbre inferiores a los indicados més arriba.
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