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RESUMEN

Muchas decisiones importantes se basan en los resultados de analisis quimicos, es el caso de la estimacion de
rendimientos 6 de verificacion de especificaciones o limites legales de materiales. Debido a esto cada vez hay
mayor presion sobre los quimicos para demostrar la calidad de sus resultados y su aptitud para el uso. Uno de los
principales parametros metroldégicos que demuestra esta capacidad, es la incertidumbre de la mediciéon. Su
estimacion no es una tarea facil debido a los multiples factores que influyen en su calculo, para lo cual se requiere
un buen conocimiento en metrologia y de algunos conceptos estadisticos. En este estudio se evalud la
incertidumbre en el analisis de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en muestras de agua natural y potable, en un
método para el prestador del servicio de agua potable en el Valle de Aburra (Colombia), que utiliza la técnica de
preparaciéon de muestra por microextraccién en fase sdlida (SPME) automatica por inmersion, y su posterior
separacion y deteccién por cromatografia de gases con detector selectivo de masas. Este trabajo da respuesta a
este requisito, establecido en la norma ISO-IEC 17025 para la acreditacion de laboratorios de ensayo.
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ABSTRACT

Many important decisions are based on the results of chemical analyses as in the case of calculating yields of a
reaction or in the verification of specifications or legally allowed limits of certain materials. Thus, there is increasing
pressure on chemists to demonstrate the quality of their results and the adequacy of these for their use. One of the
main metrological parameters used to demonstrate this capability is the uncertainty of a measurement. The
estimation of uncertainty is not an easy task due to the many factors influencing its calculation, and requires a
sound knowledge of metrology and statistical concepts. In this work, the uncertainty in the analysis of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs) in samples of natural and potable water was determined for the service provider of
drinking water in the Valle de Aburra (Colombia), using a method based on the technique of automatic Solid Phase
Micro Extraction (SPME) by immersion for sample preparation, followed by separation and analysis by gas
chromatography with a selective mass detector. This corresponds to the requirements for test laboratory
certification according to the specification ISO-IEC 17025.

Keywords: Uncertainty (U), solid phase micro extraction (SPME), gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS), Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS).
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1. INTRODUCCION

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP)
comprenden un amplio grupo de compuestos
organicos que contienen dos o mas anillos
aromaticos fundidos. Se producen por combustion
incompleta de materia organica, lo cual ocurre
durante la quema de bosques, de basuras y de
tabacos, en la combustion de motores y en
actividades relacionadas con la industria del
petroleo, de los lubricantes y del carbén [1-5]. Se
estima que en Europa son liberados anualmente al
ambiente mas de 14 mil toneladas de HAP y en
Estados Unidos mas de 8 mil [6]. Este grupo de
compuestos son potencialmente cancerigenos,
mutagénicos y con propiedades disruptoras
endocrinas, y aunque no es comun encontrarlos a
concentraciones elevadas en el agua, su toxicidad
y las exigencias legales, justifica su control [4, 7-9].

En Colombia, en el decreto 1575 del 2007, por el
cual se establece el Sistema para la Proteccion y
Control de la Calidad del Agua para Consumo
Humano, se admite un valor maximo de 10 ug/L
en HAP y las empresas prestadoras de este
servicio publico, los deben monitorear en sus
programas de verificacion de calidad, con métodos
de analisis acreditados [10], lo que indica, entre
otros aspectos, de acuerdo a la norma ISO 17025,
que debe estimarse la incertidumbre de medicion
[11].

La incertidumbre, U, es un parametro asociado al
resultado de una medicién, que caracteriza la
dispersion de los valores que pueden atribuirse
razonablemente al mensurando, es considerada
como una medida metrolégica fundamental, y su
estimacion pretende considerar todas las posibles
fuentes de error que aportan en el resultado final de
medida [12-16]. En la literatura se reportan
diferentes estrategias para su estimacion, tales
como la ISO, a partir de los datos de validacion 6
de resultados de pruebas interlaboratorios. De ellos
el enfoque ISO es el mas fuerte, debido a los
detalles tenidos en cuenta para la estimacion de
las posibles fuentes de incertidumbre asociadas al
método de analisis [12, 13, 16, 17].

En este estudio se evallo con el método ISO, la Ug
de HAP en el andlisis en muestras de agua, por la
técnica de microextraccion en fase soélida
automatica, SPME, y su posterior deteccion y
cuantificacion por cromatografia de gases con
detector selectivo de masas, GC-MS. En el caso de
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la SPME, los analitos de la muestras son
adsorbidos en la superficie de una fibra de silica
recubierta a determinada temperatura, efecto
salino, tiempo, velocidad de agitacion (entre otros),
luego desorbidos en el puerto de inyeccién del
cromatografo. La SPME es una técnica de relativo
bajo costo, selectiva, flexible, tiene potencial de
automatizacion, usa pequefos volumenes de
solventes, lo que disminuye el impacto ambiental y
el riesgo a la salud del analista. En la Fig. 1 se
observan los equipos usados durante el proyecto,
en los laboratorios de Empresas Publicas de
Medellin E.S.P.

Fig. 1: GC-MS con Combi PAL para SPME
automatica

2. PASOS A SEGUIR PARA LA ESTIMACI()N
DE LA INCERTIDUMBRE DE MEDICION, U,
CON LA METODOLOGIA ISO

Este enfoque se divide en cinco (5) etapas:

- ETAPA 1: Especificar la medida.

- ETAPA 2: Identificar las fuentes de
incertidumbre.

- ETAPA 3: Cuantificar las fuentes de
incertidumbre.

- ETAPA 4: Calcular la incertidumbre combinada
del método.

- ETAPA 5: Calcular la incertidumbre expandida

Finalmente es conveniente la elaboracion de un
grafico que permita observar el peso relativo de
cada fuente de incertidumbre respecto a las demas,
y tomar decisiones en caso de ser necesario, de
cual fuente atacar para reducir el valor de la Ug del
meétodo a los niveles requeridos.
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21 Etapa 1, especificar la medida
En esta etapa se establece la férmula que relaciona
las variables de entrada. Esta expresion es
conocida como el mensurando, y en general
corresponde en los laboratorios de analisis quimico
a:

p*q

C=— ™

De la forma de la ecuacion (1) se concluye que el
calculo de U (anaiito) €N €l area quimica es con varios
factores.

La ecuacion (1), para el caso de este estudio en
cromatografia, corresponde a:

C _ Cesténdar
muestra —

* Amuestra (2)

Aesténdar

Donde:

Cuestra = Concentracion del analito en muestra
Cestandar = Concentracion del analito en estandar
A uestra = Area del analito en la muestra

A stsndar = Area del analito en el estandar

2.2 Etapa 2,
incertidumbre
Para el desarrollo de esta etapa es necesario
conocer el mensurando, el principio del método y el
procedimiento de medicion.

identificar las fuentes de

23 Etapa 3, cuantificar las fuentes de
incertidumbre

En esta etapa se evalua la incertidumbre tipo A
(Ua), que es estadistica y se define como la
desviacion estandar experimental de la media, y la
incertidumbre tipo B (Ug), la cual se cuantifica
usando informaciéon externa u obtenida por
experiencia. Estas fuentes de informacion pueden
ser, certificados de calibraciéon, manuales del
instrumento de medicidén, especificaciones del
instrumento, normas o literatura, entre otras [12-
14].

24 Etapa 4: calcular la incertidumbre
combinada, u., del método

Con los valores de las incertidumbres combinadas
de las fuentes identificadas, se procede al calculo
de la incertidumbre combinada del método.

Como se indico en la etapa 1, el calculo de Ucnaito)
en cromatografia es con varios factores, y
corresponde a la ecuacion (2), citada en el numeral
2.1:

C _ Cesténdar
muestra —

* Amuestra (2)

Aesténdar

De la ecuacion (2) se puede demostrar via derivada
de un cociente y ecuaciones simultaneas que la U
combinada del método, Ug, es:

Uc(analito) =Cx* ((Uc(Cesténdar)/Cesténdar)2
+(Uc(Amuestra)/Amuestra)2 + (Uc(Aesténdar)/Aesténdar)2)1/2 (3)

Donde:

U¢(analito) : Incertidumbre combinada del método
C: Concentracion del analito en muestra
Uc(Cograngap)® U COmbinada al preparar el estandar
Cestandar: Concentracidén nominal del estandar
Uc(amuestra)? U cOmbinada al leer Area muestra

A uestrat Area nominal obtenida para la muestra
Uc(Apsrinaay): U cOmbinada al leer Area estandar

A stsndar: Area nominal obtenida para el estandar

De la ecuacion (3) se infiere que el calculo de la Ug
del método, es la raiz cuadrada de la sumatoria
acumulada de los cuadrados del cociente entre la
Uc de cada fuente y el valor nominal usado para su
estimacion.

2.5 Etapa 5,
expandida, ug
Para este calculo, se multiplica la incertidumbre
combinada, U, por un factor de cobertura
seleccionado, k, que en general es 2, para un nivel
de confianza del 95%.

calcular la incertidumbre

UE(Analito) =kx Uc(Analito)'k =2 (4)
Donde:

UE (analito) : Incertidumbre expandida del método
k : factor de cobertura, en general es 2
U¢(analito) : Incertidumbre combinada del método
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3. APLICACION DEL METODO ISO PARA
LA ESTIMACION DE LA Ug DE HAP, EJEMPLO
CON EL NAFTALENO

Para minimizar la longitud innecesaria del articulo,
solo se describe la estimacion de U para el
Naftaleno (Los detalles estan disponibles en el
material complementario). La U del resto de HAP
tiene un procedimiento similar.

31 Etapa 1, definir el mensurando.

Es un método cromatografico, por tanto:

C _ cNaftaleno estindar * ANaftaleno muestra
Naftaleno en muestra —

&)

ANaftaleno estandar
Donde:
CNaftaleno en muestra = Concentracion Naftaleno en muestra
CpNaftaleno en estandar = Concentracion Naftaleno en estandar
ANaftaleno en muestra = Area Naftaleno en muestra

ANaftaleno en estandar = Area Naftaleno en estandar

3.2 Etapa 2, identificar fuentes de U

De la ecuacién (5) se identifican fuentes de
incertidumbre, en cromatografia, al preparar los
estandares para la cuantificacion, al obtener el area
del corrido cromatografico de la muestra y el
estandar y al medir la cantidad de muestra 6 de
estandar para el analisis.

El desarrollo de esta etapa se debe ilustrar con un
diagrama del proceso de analisis, seguido de un
diagrama causa/efecto en el que se identifiquen las
fuentes de U, verlas Fig. 2y 3.

La Fig. 2. Indica, entre otras cosas, que la U del
estudio de precision, Uqgc, a nivel bajo y alto,
contiene la U por curva de -calibracion, por
muestreo, por materiales y por equipos.

3.3 Etapa 3, cuantificar fuentes de U

Para la estimacion de la Uc de cada fuente
identificada, se deben aplicar los 5 pasos del
procedimiento 1SO.

En la Tabla 1 se presentan los resultados de las Ug,
estimadas con minimo seis, 6, replicas, en cada
caso. (Los detalles de calculo estan en el material
complementario).

Llenar el vial de 10 mL del automuestreador del
Combi PAL con la muestra 6 estandar hasta
observar menisco invertido, luego tapar

A

1. Adsorber en fibra SPME en incubadora de
Combi PAL.

\2. Desorber en el puerto de inyeccion del GC-MSJ

\ 4

7

|

Leer area desde el software del GC-MS y calcular
la concentracién

~\

S/

Fig. 2. Etapas para el analisis de HAP por SPME automatico y GC-MS
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U por curva de calibracion.
U por muestreo
U por materiales

U por equipos

U por estudio de
Precision (QC) a nivel alto

U por estudio de Precision
(QC) a nivel bajo

U Naftaleno

-

U Vial de 10 mL
del Combi PAL

de estandares

U por preparacion

[
Ll

U por preparacién del
estandara nivel bajo

U por preparacion del
estandara nivel alto

Fig. 3. Identificacion de fuentes de U de medicion en el andlisis de Naftaleno.

Tabla 1. Resultados de Uc de cada fuente y valor
nominal utilizado para su estimacion.

Descripcién Valor | Unidades
Ucvialy +/-0,03 mL
Vvial) 11,0 mL
Uc(Estandar trabajo de nivel bajo) +/-0,08 pg/L
C: concentracién nivel bajo 3 Mg/L
Uc(Estandar trabajo de nivel alto) +/-0,26 pg/L
C: concentracion nivel alto 10 Mg/L
Uc(ac) precision a nivel bajo +/-0,11 pg/L
C: concentracion nivel bajo 3 Mg/L
Uc(ac) precision a nivel alto +/-0,33 Mg/L
C: concentracion nivel alto 10 Mg/L

El nivel bajo se evalu6 a 3 pg/L y el alto a 10 ug/L.

A continuacién se presenta como ejemplo, el
calculo de la incertidumbre por el estudio de
precision, Ugac), a nivel alto, las demas
estimaciones estan disponible en el material
complementario.

3.3.1 Estimacién de la U (qc) a nivel alto

La Uc del estudio de precision del método, Ug(ac) €s
estimada con el valor de la desviacion estandar de
la media, SD de la media, del analisis de minimo
seis, 6, replicas, de un material de referencia, en
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este caso estandar de HAP de Chem Service
namero de catalogo PPH-10M, que ha sido
analizado por diferentes laboratoristas, en el mismo
equipo, en diferentes fechas. Para este calculo, es
posible emplear los datos de las cartas de control 6
los datos de la validacion del método.

La Tabla 2, contiene los resultados de analisis de
Naftaleno para la evaluacion del Ucqc).

.SD de la media = SD/\/F =+/-0,33 ug/L  (6)

Donde:

.SD de la media: Desviacién estandar de la media
.SD: Desviacibén estandar
.n:nimero de replicas

Por tanto la UC(QC) precision a nivel alto — +/- Oa33 IJQ/L

Otras incertidumbres calculadas y necesarias para
obtener los resultados de la Tabla 1, fueron:

Uc (Transferpipeta de 1 mL)™= +/-0,0021 mL

Uc (Transferpipeta de 50 pL)= +/- 0,00031 mL
Uc (Balén volumétrico de 5.0 mL)= +/- 0,0126 mL
Uc (Balén volumétrico de 25.0 mL)™= +/- 0,0260 mL

(Los detalles de calculo estan en el material
complementario)
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Tabla 2. Resultados de Naftaleno para Ila

estimacion de la U¢(qc)-

n (replicas) Mg/L Naftaleno
1 10,5
2 11,1
3 10,4
4 10,3
5 9,8
6 11,2
7 9,7
8 10,8
9 10,0
10 7,6
11 8,3
12 8,7
n 12
SD 1,133
MEDIA 9,871

3.4 Etapa 4, calcular la U; del método

Como se indico en el numeral 2.4, de la ecuacion
(3) se infiere que el calculo de la Ucaftaieno) €N €l
método corresponde a:

Uc(Naftal) =C* ((Uc(Vial)/Vvial)2 + (UC(C estan b.’:x]'o)/cba\jo)2
+(UC(C estan .':1lt0)/calt0)2 +(UC(QC altn)/CQC altn)2
+(UC(QC bajo)/CQC bajo)z)l/2 (7)

Para obtener la Uc del método, se reemplazan los
valores de la Uc de cada fuente (Tabla 1), en la
ecuacion (6):

UC(Naftaleno) = +/_C * 0,062 Mg/L

3.5 Etapa 5, calcular la incertidumbre
expandida, Ug

Para obtener la Ug del método con un nivel de
confianza del 95%, se multiplica el valor de la U¢
del método por un factor de cobertura, k, de 2:

(8

UE(Naftaleno) =kx Uc(Naftaleno)'k =2

UE(Naftaleno) = +/_C x 0,124 |Jg/L
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Se concluye que el resultado del analisis del
Naftaleno en la muestra, debe expresarse como:

C +-0.124*C ug/L (9)
Donde:

C: Concentracion de Naftaleno en la muestra

3.6 Grafica para comparar el peso de las
fuentes de incertidumbre para el Naftaleno

En la Tabla 3, se muestran los valores de la Uc
relativa para estimar el aporte de cada fuente a la
Ug del método

Tabla 3. U¢ relativa de cada fuente de U

Descripcion Valor relativo de U
Ucial)/ Vvial 0,003
Uc(Estandar trabajo de nivel bajo) / C nivel bajo 0,026
Uc(Estandar trabajo de nivel alto) / C nivel alto 0,026
Ucac) precision a nivel bajo/ Chivel bajo 0,038
Uc(ac) precision a nivel alto / Chivel alto 0,033

La Fig. 4. muestra el peso 6 aporte de la U de cada
fuente a la incertidumbre total del método. En esta
se observa que la menor contribucién a la U en el
método, la hace el vial del Combi PAL, las demas
tienen un peso semejante, y por tanto si se requiere
un menor valor de Ug, se deben intervenir estas
ultimas.

3.7 Resumen de resultados de UE de los
HAP, objeto del estudio

En la Tabla 4 se presenta el resumen de resultados
obtenidos para la incertidumbre de medicion, Ug, de
los HAP objeto de estudio.

4, CONCLUSIONES

Se ha empleado con éxito la metodologia ISO para
el calculo de la incertidumbre de medicién de HAP
en el analisis de muestras de agua por la técnica
SPME automatica/GC-MS. La Ug de medicion fue
obtenida con un nivel de confianza del 95%, y
oscilé entre 8.8% y 16.2% para los diferentes HAP,
resultados que cumplen los criterios de aceptacion
establecidos para la evaluacion de contaminantes a
niveles inferiores a 10 pg/L en las metodologias
oficiales para analisis de agua [14, 18]
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Finalmente con este estudio se presentd y se aplicd
un procedimiento para estimar la U, lo cual da
respuesta a este requisito de la norma ISO-IEC
17025, y constituye una de las evidencias
necesarias, para ampliar el alcance del certificado
de acreditacién del laboratorio con este método en
particular y para otros en general.

Tabla 4: Resultados de Ug, para los diferentes HAP

Incertidumbre de

HAP medicion, Ug, en
Hg/L
Acenafteno +/- 0,098xC
Acenaftileno +/- 0,130xC
Antraceno +/- 0,103xC
Benzo (a) antraceno +/- 0,141xC
Benzo (a) pireno +/- 0,146xC
Benzo (b) fluoranteno +/- 0,143xC
Benzo (k) fluoranteno +/- 0,162xC
Criseno +/- 0,152xC
Fenantreno +/- 0,112xC
Fluoranteno +/- 0,091xC
Fluoreno +/- 0,112xC
Naftaleno +/- 0,124xC
Pireno +/- 0,088xC
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Uc(QC) precision a nivel alto
{ Cnivel alto

Uc(QC) precision a nivel bajo
/ Cnivel bajo

Uc(Estandar trabajo de nivel
alto) / C nivel alto

Uc(Estandar trabajo de nivel
bajo) / C nivel bajo

Uc(Vial) / Vvial
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0,010
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Fig. 4. U relativa de cada fuente.
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