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Resumen: En este trabajo se presentan varias soluciones practicas a la probleméatica de la ausencia de
laboratorios de calibracion acreditados, materiales de referencia certificados y procedimientos de estimacion
de la incertidumbre de las mediciones para cumplir con la trazabilidad de las mediciones ambientales bajo los
requerimientos de la Entidad Mexicana de Acreditacion A.C. (ema) y de la NMX EC 17025 IMNC 2000.

INTRODUCCION

Este documento tiene el objetivo de presentar
algunas propuestas viables para solucionar la
problematica de la trazabilidad en mediciones
ambientales, que ademas de cumplir con las
Politicas que sobre el tema publicé la ema en
diciembre pasado, son aplicables por la mayoria de
los laboratorios ambientales que cuentan con un
programa de control de calidad estadistico en
nuestro pais.

Para cumplir con el concepto de trazabilidad las
mediciones de un laboratorio acreditado deben estar
soportadas por:

Calibraciones de sus equipos Yy patrones
realizadas por laboratorios de calibracion
competentes (el laboratorio de pruebas no puede
calibrar sus equipos)

La utilizacion de Materiales de Referencia
Certificados (MRCs) trazables a un patrén
nacional o aprobados por la Secretaria de
Economia a un patron extranjero.

La estimacion de la incertidumbre expandida.

Todo lo anterior debe estar documentado y ser
técnicamente valido.

PROBLEMATICA

La ema dentro de su ambito de competencia esta
obligada tanto por la NMX EC 17025 IMNC 2000
como por la Ley Federal de Metrologia y
Normalizacion (LFMN) a exigir la trazabilidad de las
mediciones que realicen los laboratorios que se
quieran acreditar o que ya estén acreditados, y a
clarificar dentro de este marco legal el concepto y su
aplicacion a través de su Politica de Trazabilidad.

Para la implantacion de la NMX EC 17025 en este
aspecto, existen tres principales problemas:

1. Falta de Laboratorios de Calibracion acreditados
para la calibracion de instrumentos
especializados que utlizan los laboratorios
ambientales (Cromatografos de gases y liquidos,
Espectrometros de masas, y de Absorcion
Atémica, etc.).

2. Falta de Materiales de Referencia Certificados:
En el caso de pruebas ambientales, baste con
decir que existen en el pais 297 parametros
sancionados en las diferentes Normas Oficiales

Mexicanas (NOMs) de limites maximos
permisibles, para la medicion de éstos
pardmetros, existen 146 Normas Mexicanas

(NMXs) y NOMs de métodos de prueba y el
CENAM solo ha desarrollado 35 MRCs.

3. Falta de conocimientos y experiencia de los
técnicos responsables de los laboratorios de
pruebas

4. Falta de claridad y unificacion en los criterios de
las normas nacionales e internacionales sobre el
tema de la trazabilidad y la estimacion de la
incertidumbre en las mediciones quimicas,
bioquimicas y biolégicas: En la LFMN las
alusiones a la trazabilidad se refieren
principalmente a patrones de magnitudes fisicas,
es muy dificil entender que se refieren también a
materiales de referencia certificados, en la NMX
CH 140 es el mismo problema respecto a la
calibracion y a la estimacion de la incertidumbre
en mediciones quimicas, bioquimicas 'y
biologicas, no existe un consenso internacional,
y no es probable que se de en el corto plazo.



PROPUESTAS

Propuestas sobre la trazabilidad
a patrones nacionales

La IUPAC menciona que la certificacion de un
material de referencia se puede realizar por medio
de su andlisis cuantitativo por 2 o 3 métodos
independientes (con un principio analitico distinto)
gue tengan su incertidumbre conocida y que sea lo
mas pequefia posible.[1]

Es importante diferenciar entre un Material de
Referencia Primario* y un Material de Referencia de
Matriz Certificado (el cual tiene que estar en la
misma matriz que se va a analizar, metales en
HNO; al 2%, PCBs en Aceite de Transformador,
Colesterol en suero humano, etc.).

La certificacion de materiales de referencia de
matriz compleja2 gque no sean en liquidos puros
(acuosos o disolventes organicos), normalmente es
compleja y se realiza a través de estudios
interlaboratorios coordinados por un laboratorio
primario o por éste mismo a través de estudios de
repetibilidad y reproducibilidad.

Para el caso de los materiales de referencia de
matriz compleja, una alternativa viable seria que,
apegandose a la Ley Federal de Metrologia y
Normalizacion, el CENAM realice acuerdos con el
National Institute of Science and Technology de los
USA (NIST), el Community Bureau of Reference de
la CE, el Laboratory of the Government Chemist de
Inglaterra y el Laboratoire National d’Essais de
Francia entre los cuales tienen mas de 5000
materiales de referencia de matriz certificados, para

poder utilizarlos en Meéxico con trazabilidad
autorizada.
En un laboratorio de pruebas competente

(acreditado en ISO/IEC 17025) la trazabilidad de un
Material de Referencia no certificado (MRs) en
liquidos puros llamados también Materiales de

! Material de Referencia Primario.- Sustancia guimica de alta
pureza >99.98% y cuya pureza se determina a través de un
método primario (p. ej. Plata 99.999%, Na,CO3; 99.98%, NaCl
99.98%, Benceno 99.99%).

2 MR de matriz compleja: Es el que se prepara a partir de
muestras reales (normalmente adicionadas de sustancias puras o
también en su estado natural) a las cuales se les determinan sus
valores reales por medio de estudios interlaboratorios.

Referencia de Matriz Simple3 (acuoso o en un
disolvente organico), que no existe en forma
comercial trazable a patrones nacionales, se puede
lograr de varias formas:

A través de la utilizacion de materiales de
referencia primarios y de procedimientos
estandarizados de dilucibn en materiales
volumétricos calibrados (Fig 1)

Por la utilizacién de sustancias de alta pureza (la
cual se determina por medio de métodos
primarios o al menos 2 técnicas analiticas
independientes) y con procedimientos
estandarizados de dilucion en materiales
volumétricos calibrados (Fig 2).

En los dos casos, se debe determinar Ila
incertidumbre y estabilidad de las disoluciones
preparadas antes de su uso.

Cuando se prefiera utilizar esta Ultima opcién, se
debe elaborar una carta de trazabilidad de la
medicion que el laboratorio de pruebas realice y se
debe respaldar con toda la informacién de la
bithcora de preparacion de materiales de referencia.

Existen pruebas en el area quimica y bioldgica, ya
sean cualitativas (por ejemplo, identificaciones
bacteriol6gicas de especies microbianas, pruebas
de embarazo, presencia de toxinas en alimentos,
etc.) o que utlizan unidades fuera del Sl (por
ejemplo, olor, sabor, color, etc.) que no pueden ser
trazables (no se les pueden aplicar los dos métodos
anteriormente mencionados), por lo que es
responsabilidad del laboratorio el establecer
claramente a la ema o a la dependencia respectiva,
en su solicitud de acreditacion/ aprobacién, que no
se puede exigir la trazabilidad de la medicién, lo
cual no significa que no se tenga un procedimiento
de evaluacion de desempefio del método que
asegure su correcto funcionamiento.

Todas las demas pruebas cuantitativas, deben ser
trazables y aunque en muchos casos no es obvio el
camino de la trazabilidad, es obligacién del
laboratorio buscarlo y seguirlo.

3 MR de matriz simple: Es el que se prepara por la disolucién
acuosa 0 en un disolvente organico de uno o varios patrones
primarios o sustancias puras.



Propuesta sobre la calibracion
de los equipos de medicion

La Politica de ema [2] dice que cuando existen
laboratorios de calibracién acreditados para calibrar
los instrumentos de medicién criticos, entonces
deben ser calibrados por ellos. En caso de que no
existan laboratorios de calibracién acreditados para
calibrar los instrumentos de medicién criticos, dice
qgue los agentes de evaluacion de la conformidad
(en este caso, los laboratorios de prueba) deben
demostrar sus calibraciones por medio de
procedimientos técnicos validos.

Sin embargo, al no existir procedimientos de
calibracion ni laboratorios de calibracién acreditados
para gran cantidad de instrumentos, no solo en el
pais sino en también en el resto del mundo, por ser
en realidad complejos sistemas instrumentales y no
un instrumento especializado (un Cromatédgrafo de
Gases 0 un Espectrofo-tometro de Absorcion
Atémica  utilizan varias magnitudes como
temperatura, presion, flujo, diferencia de potencial
eléctrico, etc. y por lo mismo, se compone de varios
equipos susceptibles de ser calibrados, por ejemplo,
termometros, termopares, flujbmetros, manémetros
digitales, voltmetros, etc.), se ha desarrollado por
las entidades que publican los métodos y son a su
vez las agencias regulatorias como la Agencia de
Proteccién al Ambiente de los Estados Unidos
(EPA), el concepto de “calibracion del método” en
vez de calibracion del instrumento, los resultados de
esta actividad solo van a ser validos mientras el
funcionamiento del instrumento sea valido y es
realizada por medio de materiales de referencia (el
ejemplo mas comuin es la curva de calibracion
donde se relaciona una sefial del instrumento con
una concentracién del analito).

La mayoria de los métodos analiticos instrumentales
modernos que se utilizan en mediciones
ambientales y principalmente los elaborados por la
EPA en su serie de métodos SW-846 [3], utilizan el
concepto de Métodos Basados en Desempefio, lo
cual significa que se dan en el método todos los
parametros de desempefio que se deben cumplir
para que se pueda validar el adecuado montaje y
desempefio continuo del método en cualquier
laboratorio, dentro de estos datos se encuentran los
relacionados a la Calibracién Inicial y a la
Calibracién Continua, estos parametros se refieren
a Criterios de Aceptacién y Rechazo relacionados
con la verificaciéon del instrumento de medicién y de
la curva de calibracion del método.

Cuando se realiza la curva de calibracion del
método analitico, si se siguen estos criterios, se
asegura que el método y por ende el desempefio
del equipo de medicion es estable y en las
condiciones en las que se mont6 el método, los
principales parametros que se tienen que
determinar son:

Verificacion inicial del equipo (principalmente
sensibilidad, estabilidad y ruido) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante y con los
materiales que el fabricante proporciona
(idealmente se debe realizar al adquirir el equipo,
con objeto de mantener estas condiciones de
desempefio de operacion durante la vida util del
mismo), esta verificacion debe cumplir con lo
establecido en el método analitico de referencia.

Andlisis de la curva de calibracion del método
con MRCs preferentemente, MRs si no es
posible lo anterior y establecimiento de criterios
de desempefio y de aceptacion y rechazo,
principalmente relacionado con la sensibilidad y
sensitividad (los cuales serviran en el futuro para
evidenciar que el equipo y el método siguen
calibrados).

Verificacion antes de cada andlisis de la curva de
calibracion inicial (por medio del andlisis de un
MRC o MR que sea equivalente a un punto
intermedio de la curva de calibracion) de que la
sensibilidad y sensitividad estén dentro de los
criterios fijados por el método de referencia.

Verificacion a lo largo del andlisis continuo de un
lote de muestras de que la curva de calibracion
sigue vigente (idem inciso anterior)

Ejemplos de lo anterior pueden ser los métodos
EPA 8260B-1996, 8270D-1998, 6010B-1996,
8321A-1998, etc que se encuentran en la referencia

[3].

Si el laboratorio desarrolla procedimientos
documentados técnicamente validos, con criterios
claros de aceptacion y rechazo, y registra en cada
andlisis de un lote de muestras que su método
cumple con dichos criterios de calibracion inicial y
de calibracion continua, es 100% seguro que el
instrumento se encuentra calibrado y dentro de las
especificaciones del fabricante.



Propuesta sobre la estimacion de la
incertidumbre en las mediciones realizados
con métodos oficiales

La propuesta siguiente se basa en que los
laboratorios de pruebas tienen establecido un
Sistema de Control de Calidad Estadistico
perfectamente implantado y estable (ya que se
utilizardn los estadisticos generados en este
sistema para el calculo de las incertidumbres de las
mediciones que efectlden), en caso de no tenerlo,
obviamente no podran evaluar las incertidumbres de
sus mediciones reales, ya que para aplicar los
modelos tradicionales expuestos en la bibliografia
especializada necesitan generar datos estadisticos
vélidos.

Cuando no se tienen datos de validacion adecuados
o de un control de calidad estadistico significativo,
se deben evaluar cada una de las fuentes de
incertidumbre de la medicién por separado.

Procedimiento para la estimacién de la
incertidumbre en Métodos Oficiales (los
publicados en NOMs o NMXs) con MRCs 0 MRs

Cuando se tienen datos suficientes de muestras de
control de calidad preparadas con MRCs o MRs
adecuados a la matriz que se analiza y que abarcan
el intervalo de trabajo del método, estos datos
pueden ser la fuente principal para la estimacion de
la incertidumbre.

Eurachem-Citac menciona que la utilizacion de
materiales de referencia certificados constituye
efectivamente una calibraciéon del procedimiento
completo de medicion contra una referencia
trazable, debido a que este procedimiento provee
informacion acerca de los efectos combinados de
muchas de las fuentes de incertidumbre del proceso
de medicion, aporta muy buenos datos para la
estimacion de la incertidumbre total de la medicién

[1].

La Politca de la ema menciona que la
Incertidumbre Expandida se puede estimar a partir
de los Coeficientes de Variacion CV% (s/X), este
estadistico se prefiere debido a que es un nimero
relativo al intervalo de trabajo del método y no un
valor absoluto que entonces, debiera ser diferente
para cada medicién (no es lo mismo el 3% de 10
gue de 0.1, por lo que si se expresa la U en valores
absolutos de la s esta sera diferente en cada
informe de resultados, lo cual puede originar serios
errores). Estos CV% se deben calcular a partir de

las Muestras de Control de Calidad que se han
preparado con MRs o0 MRCs, y analizados a través
de todo el procedimiento analitico y repartidos
dentro del intervalo de trabajo del método cuando el
proceso analitico se encuentra bajo control
estadistico y siempre y cuando, se tengan al menos
20 datos validos (dentro de control estadistico) para
calcular el Promedio (X) y la Desviacion Estandar

().

Por lo que los pasos a seguir para la estimacion de
la Incertidumbre Expandida (U) en métodos oficiales
ambientales son los siguientes:

-Determinar que los datos a utlizar se
encuentran dentro de control estadistico (sin
tendencias, sin datos aberrantes). Esto se puede
lograr aplicando la Prueba de Dixon a los datos
de control de calidad o graficando en una Carta
Control 3s para depurar todos los datos que
estén fuera de control y calcular la X y la s solo
con datos dentro de control estadistico.

-Determinar que los datos que pasan el criterio
anterior (y que deben ser méas de 20) pertenecen
a una distribucién normal (se sugiere utilizar una
prueba no paramétrica como la prueba de
bondad de ajuste de Kolmogoronov-Smirnoff
para poblaciones pequefias o la prueba Chi
cuadrada cuando se tienen mas de 50 datos)

-Calcular la media, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion de los datos.

-Estimar la incertidumbre expandida con la
siguiente formula:

U= tosn.1 - CV%
donde:

- tosps €S el valor de t al 95.45 % con n-1
grados de libertad

- CV% es el Coeficiente de Variacién en %

Se deben utilizar los valores de t correspondientes a
los grados de libertad que se tengan realmente
(nunca menos de 20).

Es importante recalcar que se deben utilizar MR
adecuados a la matriz de medicion (p.ej. si se va a
medir Plomo en sangre no se pueden utilizar
patrones de Plomo en agua reactivo, o si se mide
Calcio en agua de mar no se pueden utilizar
patrones de calcio en agua reactivo, etc.).



Cuando se utilizan métodos estandarizados y
reconocidos internacionalmente y el método de
medicion ha sido estandarizado en la matriz a medir
(p.€j. para suelos, agua de mar, agua subterranea,
residuos sélidos, etc.), se podrian utilizar MR para la
calibracion (curvas de calibracion) siempre y cuando
se sigan las instrucciones del método estrictamente
(en algunos métodos ambientales, clinicos y de
ambiente  laboral, se tienen instrucciones
especificas para la preparacion de patrones de
trabajo en matrices como agua reactivo, alin cuando
la matriz de medicion pueda ser diferente).

La utilizacién de MRs preparados por el laboratorio
a partir de sustancias puras (preferentemente
materiales de referencia primarios) puede ser valida,
siempre y cuando se tengan procedimientos
documentados y trazables.

Procedimiento para la estimacién de la
incertidumbre en métodos empiricos
que no cuentan con MRCs o MRs

Cuando se tienen métodos empiricos cuantitativos
que no utilizan MR o MRC (microbiologia,
ecotoxicologia, pruebas sensoriales con paneles de
personas, etc.) la estimacion de la incertidumbre de
la medicion puede ser realizada a través de la
variacion entre muestras duplicadas por medio de la
Desviacion Porcentual Relativa %RSD  ((A-
B/A+B)*200) con estos datos se puede estimar los
estadisticos de la media y desviacion estandar y
calcular la Incertidumbre Expandida al igual que en
los incisos anteriores, a partir de los Coeficientes de
Variacion CV% (s/X) de las Muestras Duplicadas. Lo
anterior siempre que se tengan al menos 20 datos
para calcular el Promedio (X) y la Desviacion
Estandar (s).

Para profundizar en el tema, se recomienda
consultar la informacién en las referencias [4] a [15].

REFERENCIAS

[1] Eurachem/CITAC Working Group, “Quantifying
uncertainty in  analytical measurement”,
Eurachem/CITAC Guide, 2nd. Edition, 2000

[2] Entidad Mexicana de Acreditacion A.C. Politica
de Trazabilidad de la Entidad Mexicana de
Acreditacion A.C. Diciembre 2001.

[3] USEPA, “Test Methods for Evaluating Solid
Wastes” SW846 IV Ed. 1999.

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

NMX CH 140-1996 IMNC, “Guia para la
evaluacion de la incertidumbre en los
resultados de las mediciones”

PROY NMX CH 140-2001 IMNC, “Guia para la
evaluacion de la incertidumbre en los
resultados de las mediciones”

ISO/REMCO, N361, Primary Methods of
Measurement, Dr. Paul Bievre, Belgium, April,
1995.

NMX-Z-055:1996 IMNC, Metrologia-
Vocabulario de Términos Fundamentales y
Generales.

A2LA, Interim Policy on Measurement
Uncertainty for Testing Laboratories, August
2000.

Centro Nacional de Metrologia CENAM, “Guia
para estimar la incertidumbre de la medicion”,
El Marqués, Qro, México, Mayo 2000.

National Institute of Standards and Technology

NIST, “The NIST Reference on Constants,
Units and Uncertainty; Background,
International and US  perspectives on

measurement uncertainty”

National Institute of Standards and Technology
NIST, “The NIST Reference on Constants,
Units and Uncertainty; Essentials of Expressing
uncertainty”

National Institute of Standards and Technology
NIST, “The NIST Reference on Constants,
Units and Uncertainty; Evaluating uncertainty
components: Type A”

National Institute of Standards and Technology
NIST, “The NIST Reference on Constants,
Units and Uncertainty; Evaluating uncertainty
components: Type B”

National Institute of Standards and Technology
NIST, “The NIST Reference on Constants,
Units and Uncertainty: Combining uncertainty
components”

National Institute of Standards and Technology
NIST, “The NIST Reference on Constants,
Units and Uncertainty; Expanded uncertainty
and coverage factor”



Fig. 1 Trazabilidad en
técnicas Volumétricas
por medio de un MR
Primario

Ag metélica 99.999%

disuelta en HNO3 (MR
Primario)

Y

’ NaOH
HCI >

[ N| KOH

N
»  Na2Bra07
y > HNO3

'( e

NaCl CaCo3 sdlido » HCIO4

A

l l Na2c0o3 CH3COOH

AgNO3 EDTA

l l H2504

CNS Diversos I l

KIo3 COOH2

BaCl2 l l

[ + 7 Fig. 2 Trazabilidad en
técnicas instrumentales por

medio de Reactivos de Alta

12 K2CR207 Fe(Il),Ce(lll),As(lll)

Pureza

Benceno Baker
f Metanol Baker ’ 99.1%
A

98.5%
Residuo

Pureza GC-FID A
(gravimétrico)

Pureza por GC

i Contiene
Benceno?

A

Utilizar como
solvente -
epmyefie Volver a analizg
Determinacion

trazable de purezg pf)r (?tra
técnica.

Cambiar de
solvente

A 4

Pesar en matraz volumétric|
clase A

|

D — Aforar




