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Capitulo I:

Conceptos basicos de validacion de
métodos analiticos

Sandra Patricia Castro Narvaez
Jorge Castillo Ayala
Alejandra Pineda Quintero

Resumen: Se presenta un acercamiento de los métodos de
validacion, los parametros que se estiman en la misma y las
posibles aplicaciones que representan para un laboratorio.

Palabras clave: Precision, exactitud, linealidad, limite deteccion,
limite cuantificacion.

Abstract: an overview of the validation methods, the parameters
estimated in it and the possible applications they represent for a
laboratory are presented.

Keywords: Precision, accuracy, linearity, limited detection,
limited quantification.
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APORTES ANALITICOS AL ESTUDIO DE AGUAS RESIDUALES Y POTABLES

1.1. Validacion

La introduccion de estandares de calidad, ha permitido que exista
un mayor compromiso por parte de las empresas publicas y privadas
hacia un manejo adecuado tanto de la documentacion como de la
seleccion y validacion de métodos de andlisis. Estos tltimos, pueden
ser logrados a partir de métodos estandar emitidos por instituciones
acreditadoras o con lineamientos nacionales y/o internacionales que
conllevan a la normalizacion, o pueden ser resultado de métodos
modificados o métodos propios del laboratorio.

La validacion es respuesta a un proceso experimental en el cual se
establece un protocolo normalizado o no, en el cual un laboratorio
evalua la conveniencia de la respuesta analitica para el cumplimiento
o no de los requerimientos metodolédgicos para la realizacion de una
medicion confiable y sensible de un analito [1].

Las validaciones son consideradas como métodos de decision que
mediante estudios estadisticos permiten establecer la aceptacion
o el rechazo de datos. Por lo general, las validaciones dan aportes
desde la recopilacion de la mayor cantidad de informacion histérica
realizada en un laboratorio (validacion retrospectiva) en condiciones
idénticas o en la propuesta de un método para las necesidades que
proyecta futuras mediciones (validacion prospectiva). En el caso
que se siga un protocolo establecido por una entidad de control se
le denomina validacion de verificacion, suele estar acompaifiado de
ensayos que corroboran con patrones previamente determinados e
incluso permite establecer los alcances del método con respecto a
otros laboratorios (pruebas interlaboratorio) [2].

En el proceso de validacion se determinan parametros de desempefio
de los equipos dentro de un rango de especificaciones acorde a
las necesidades y a las pruebas de ensayo; se debe establecer que
los mismos funcionan correctamente y que sus respuestas estan
asociadas a errores aleatorios y no sistémicos, para ello es garantia
tener equipos calibrados y finalmente contar con personal competente
y calificado en la ejecucion de las pruebas [3].

El disefio experimental que sustenta la confianza del método
a validar debe tener en cuenta: el tipo de muestra que se analiza,
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posibilidades de interferentes en la misma para una analito en
particular, los parametros a tratar en caso de ser un nuevo método,
la cantidad de analisis que deben ser representativos y acordes a
la exigencia y dificultad que demande el analisis, la cantidad de
analistas que corroborarian la repetibilidad entre ellos, los insumos
de materiales que suelen estar asociados a las exigencias de la prueba,
la documentacion para la trazabilidad de los ensayos y finalmente
la generacion de un informe de validacion que debe ser revisado y
aprobado por una persona diferente a la encargada del procedimiento
de validacion [4].

Entre las aplicaciones que se tienen de la validacion se pueden citar
el control de los datos que sirven para el disefio y control de calidad
en el seguimiento de variables en diferentes procesos, por ejemplo
cumplimiento de normas ISO/IEC 17025, ISO 15189, ISO 14000,
etc. De igual manera, contribuye en el conocimiento mas explicito
de las caracteristicas y capacidades que se tienen del método para
la toma de correctivos que estén asociadas con sus limitaciones o
sus potencialidades. Finalmente, un método validado estima con
confianza la incertidumbre de la mediciéon y lo contrarresta con
estimadores estadisticos para establecer su significancia [5].

1.2. Tipos de validacion
1.2.1. Validacion prospectiva

Se realiza cuando la verificacion del cumplimiento de las condiciones
establecidas para un proceso o método analitico, se lleva a cabo antes de
la comercializacion del producto. Este tipo de validacion se aplica cuando
se elabora un nuevo método analitico. Es tipico en los laboratorios de
investigacion y desarrollo, y se realiza de acuerdo con un producto [6].

1.2.2. Validacion retrospectiva

Se realiza cuando la idoneidad del proceso o método analitico, se basa
en la garantia constatada a través de los datos analiticos del producto
ya comercializado. Se aplica a métodos no validados previamente
y de los que tiene una amplia historia de resultados. Este tipo de
validacion se aplica para métodos como por ejemplo: cromatografia
liquida, métodos espectrofotométricos y de volumetria [7].
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1.1.3. Revalidacion

La introduccion de un cambio que pueda alterar la idoneidad del
método analitico establecido por la validacion, podré exigir una nueva,
es decir, una revalidacion total o parcial de dicho método analitico [8].
Los criterios a estudiar se deciden en funcién del tiempo de cambio
efectuado.

Entre los motivos que exigen una nueva validacion estan:

» Cambios importantes en la matriz del producto
» Cambios importantes en el método analitico
» Cambios en las especificaciones.

1.3. ;Por qué validar?

El impacto de las validaciones en innumerable, dada la certeza de las
mediciones o metodologias o procesos que propone. Cada dia se realizan
millones de pruebas en diferentes laboratorios de todo el mundo que
portan el distintivo de haber sido validadas, y son de facil entendimiento
dada la cercania asociada a los datos que producen. La validacion esta
asociada con incontables aplicaciones tales como la valoracion de
formulaciones farmacéuticos [9], apoyo a la salud [10, 11], controles
ambientales [12,14], alimentos [15], composicion de materiales [16],
analisis forense[17] entre otros, que requieren estar avalados por
metodologias analiticas con compromiso importante de los resultados
para la toma de decisiones.

La validacion de un método analitico, garantiza la calidad del producto
objeto de estudio, y es necesario porque:

* Proporciona un alto grado de confianza, seguridad en el método
analitico y en la calidad de los resultados.

* Permite un conocimiento profundo del método, asi como
de sus caracteristicas de funcionamiento. Este conocimiento
proporciona seguridad en el método analitico que ha sido
validado, el cual se traduce en la disminucion del niimero de fallas,
repeticiones, y por consiguiente ahorro de costos asociados, para
dar cumplimiento con los plazos previsto de analisis.

14



JORGE ENRIQUE CASTILLO AYALA

 Las validaciones permiten establecer rendimiento de los
métodos, estiman incertidumbres que fomenta la mejora
continua de los procesos en una empresa.

Dependiendo de los propositos asociados con la validacion, se pueden
encontrar muchas propuestas que apoyan la normalizacion de los
analisis realizados. Ejemplo de ello: en algunas industrias se requiere
determinar un ingrediente valioso, o indispensable en un producto que
permita establecer si cumple especificaciones propias o de organismos
reguladores [ 18]. En otras iniciativas, se establece si hay alguna sustancia
que su presencia desestime la calidad de un producto o fuentes naturales,
tales como la contaminacion debida por un agente quimico [19].

Los procesos de validacion se adquieren gran relevancia y aplicacion
cuando la prueba hace parte del estudio de muchas muestras, para
nuevas metodologias analiticas producto de investigaciones que seran
implementadas en un sistema innovador, para la revision permanente
de los controles de calidad en los procesos de fabricacion de muchos
articulos, en diferentes referencias pero con similitud de calidades
referidas, realizar mediciones de interlaboratorio de tal manera que
los métodos sean reproducibles cuando son analizados por diferentes
analistas, equipos, dias, condiciones ambientales, etc. [20].

1.4. Parametros de validacion de métodos analiticos

La principal herramienta de los métodos de validacion son las teorias
estadisticas. En el caso de andlisis de muestras quimicas la quimiometria,
entendida como la disciplina de la quimica que utiliza las matematicas,
la estadistica y métodos logicos para seleccionar, proponer y/o evaluar
procedimientos y experimentos que tienen inmersos estudios con
compuestos quimicos [21-23].

En la validacion es preciso seleccionar el método analitico que permita
establecer una respuesta entre las concentraciones del analito con
respecto a una sefial (ejemplo sefial Optica, actstica, electroquimica,
fisica, etc.). De igual manera, es ineludible valorar la pertinencia de la
sefial con respecto a parametros que influyen en su determinacion como
temperatura, conductividad, pH, tiempo, etc. [24]. Las caracteristicas
de desempefio del método analitico se expresan en funcion de los
siguientes parametros:
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1.4.1. Sensibilidad y selectividad

La sensibilidad de un método estd asociada a la relacion que puede
medir el método entre la variable dependiente con respecto a la
independiente; en términos de la curva de calibracion se describe
como la pendiente. Pendientes altas implican una mejor respuesta
analitica para una cantidad de sustancia.

La selectividad esta asociada con la capacidad que tiene el método
para cuantificar o cualificar un analito en presencia de interferentes
que trae la muestra (de matriz) o de insumos suministrados al
método de andlisis. Las pruebas de selectividad generalmente estan
asociadas en la comparacion de las pendientes obtenidas de las
curvas de calibracion normal con las curvas de adicidon estandar, en
esta ultima se adiciona en cada estandar una cantidad exacta de la
muestra para que los aportes dados por la matriz sean corregidos.

En otras ocasiones se adicionan diferentes analitos con caracteristicas
similares con objeto de analisis y con el fin de establecer la capacidad
que tiene el método y el equipo para resolver la sefial de manera
independiente. Para ello se realiza un protocolo basico de analisis
de blanco, muestra y muestra dopada con estandar del analito y con
estandares de posibles interferentes. Si se encuentran diferencias
significativas deberan ser identificadas y en lo posible eliminadas.

1.4.2. Linealidad

Es la capacidad de un ensayo para proporcionar resultados que
se correlacionan directamente (o por medio de transformaciones
matematicas) ajustadas a la concentracion de analito en la muestra
dentro de un rango establecido. Se determina a partir de la
construccion de curvas de calibracion, sean de indole normal o por
adicion estandar. Los parametros de calidad que evaltian la linealidad
son: desviacion estandar de la regresion, coeficiente de correlacion,
coeficiente de determinacion [25].

La prueba ¢ de Student de dos colas evalua la correlacion entre la
variable dependiente y la independiente asumiendo un valor maximo
de uno (1), que equivaldria al 100% de la correlacion. El valor de ¢
calculado se obtiene mediante la siguiente ecuacion:
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tCalc =L Vn—2
N1-r?

Donde:
r es el coeficiente de correlacion
n es el nimero de datos utilizados en la curva de calibrado.

La prueba t se compara con valores establecidos (teit) para diferentes
grados de confianza, en metodologias normalizadas se espera que
el grado de significancia no sea inferior al 95%. Se parte de dos
hipotesis: Ho o hipotesis nula en la cual se estima que no existe
correlacion entre las dos variables (dependiente e independiente) y
una hipotesis alterna Hi, en la cual si existen correlacion. Si, el valor
del teac es mayor que el valor del teie por lo tanto se acepta la H,. [26]

1.4.3. Precision

La precision corresponde al grado de concordancia entre una serie
de mediciones analiticas obtenidas en igualdad de condiciones
a partir de una misma muestra representativa o de referencia. La
precision mide el error aleatorio o indeterminado de un analisis. Los
parametros de calidad de la precision son la desviacion estandar
absoluta, la desviacion estandar relativa, la desviacion estandar
relativa de la media, el coeficiente de variacion y la varianza. Dentro
de los criterios de precision se resaltan aquellas obtenidas por la
repetibilidad, asociada con la variacion de las medidas realizadas
en un mismo dia y la reproducibilidad de aquellas que se realizan
en dias diferentes [27]. La expresion matematica que representa la
variabilidad depende de la suma de las dos varianzas:

S3= S2+ S

Donde:

S?.: Estimado de la varianza entre laboratorios, o también, se
puede expresar como la varianza sistematica.
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S?w: Varianza intralaboratorio, (varianza “dentro de” analistas).

$2,: Media aritmética de S%w y es el estimado de la varianza de
repetibilidad, (varianza “entre” analistas) estima si existen
errores tipicos o por aleatoriedad.

S$?g: Estimado de la varianza por reproducibilidad, que es la
suma de las varianzas dentro §%y y entre % analistas.

La deduccion matematica que se presenta a continuacion establece
la contribucién de los errores posibles.

SR2: Sr2+SL2
Sb2:Sr2+ZSL2
S’=8-nS/
S2=(8,-n8)+S,

Ahora; _

(S, -8.)=-n.(8)
, (8-S

S ="="

-n

Donde 7, es el promedio de n mediciones realizadas entre grupos y
S$% es la varianza de la pendiente.

1.4.4. Exactitud

La exactitud expresa la proximidad o el grado de identidad entre el
valor analitico obtenido por una metodologia con respecto alamedida,
que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor
de referencia y el valor experimentalmente encontrado. La exactitud
garantiza la ausencia de errores sistematicos. La exactitud se expresa
como porcentaje de recuperacion en la valoracion de una cantidad
conocida de analito, afadida sobre la muestra o como la diferencia
entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero junto
a los intervalos de confianza [28]. Experimentalmente se obtiene
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agregando una cantidad conocida de un estandar de referencia a una
muestra conocida y comparar los resultados con respecto al valor
recuperado con las mediciones analiticas.

X
% Recuperacion = ;xlOO
Diferencia o sesgo = x —

Rango e intervalo de concentracion util

El intervalo de concentracion Util de un método analitico es el que se
comprende entre la concentraciéon mds pequefia con la que pueden
realizarse medidas cuantitativas (limite de cuantificacion) hasta la
concentracion a la que la curva de calibrado se desvia de la linealidad
(limite de respuesta lineal), como lo muestra la siguiente Figura:

Respuesta lineal

Variable dependiente

LC
LD

Variable independiente

Figura 1.1. Esquema del intervalo lineal
LC: Limite cuantificacién
LD. Limite Deteccion
LRL. Limite Respuesta lineal
Fuente: Elaboracion propia

1.4.5. Limite de deteccion

Existen varias formas de establecer el limite de deteccion, algunas
asociadas con la desviacion del blanco y otras relacionadas con las
curvas de calibracion. Pero en general, este parametro esta asociado
con la cantidad minima que da sefial sobre la existencia del analito en
la muestra, este valor no necesariamente debe ser cuantificable [22].

19



APORTES ANALITICOS AL ESTUDIO DE AGUAS RESIDUALES Y POTABLES

Lasiguiente ecuacion establece que el limite de deteccion corresponde
a tres veces la desviacion estandar del blanco, S;, con respecto a la
sefal del mismo (b).

LD-ka k=3
] b -_

Determinada a partir de la curva de calibracion se tiene:

p + 3q 1

x —
b Vn
Donde p es la sefial de la variable dependiente para el blanco y 7 el
numero de repeticiones de la medicion.

LD =

1.4.6. Limite de cuantificacion

Es la minima cantidad de analito en la muestra que se puede
cuantificar bajo las condiciones experimentales, se obtiene de los
resultados de la curva de calibracion. A nivel estadistico se considera
que estd asociada con diez veces la relacion de la desviacion estandar
de la senal del blanco [4]. De manera analoga al limite de deteccion
se tiene:

Sp
LC:kF k=10

Entonces, desde la curva de calibracion:

_p+1l0q 1

LC X
b Vn

1.4.7. Cartas de Control

Se puede definir una carta de control como un método grafico para
evaluar si un proceso esta o no en un estado de control estadistico, es
decir, cuando solo actian causas comunes o aleatorias, inherentes a
cualquier proceso que pueden reflejar la existencia o no de tendencias
dependientes del tiempo [21, 23, 29].
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Como lo muestra la Figura 1.2, la carta de control consiste en una
linea central (en este caso el promedio de los datos obtenidos) y
cuatro pares de lineas limites espaciadas por encima y por debajo de
la linea central. Un par se denomina limite de aviso superior (L.A.S)
y limite de aviso inferior (L.A.I); y el otro par, limite de control
superior (L.C.S) y limite de control inferior (L.C.I); se determina de
la siguiente forma:

L.A.S: X +2s; 95% L.A.L: X - 2s; 95%
L.C.S: X + 3s; 95% L.C.S: X -3s; 95%

LCS
> LAS
S
i~
E Linea central
)
E LAI
Q
- ra
|
Tiempo

Figura 1.2. Carta de Control Tipica
Fuente: Elaboracion propia
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