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INTRODUCCION

Este ejercicio fue programado en base a la “Norma EN 13130-2: 2004 Materiales y articulos
en contacto con alimentos. Sustancias plasticas sujetas a limitaciones. Determinacién
de acido tereftalico en simulantes de alimentos.” El objeto de este ensayo es evaluar el
contenido de 4c. tereftalico a simulantes de alimentos.

El disefio de estos ejercicios interlaboratorio tuvo por objeto validar la metodologia analitica y
permitir al laboratorio participante evaluar su capacidad de medicién. Esto ultimo incluye el uso
del instrumental y la capacidad de manipular muestras y preparar soluciones de calibracion.

El método descripto en la Norma contempla el uso de estandar interno. Las ventajas del uso de
estandar interno son fundamentalmente dos:

- disminuir la variabilidad de inyecciones sucesivas usando el cociente de areas en lugar del
valor absoluto de un area

- en el caso de realizar un tratamiento de la muestra previo a la inyeccion, agregando el
estandar interno en concentraciones conocidas al comienzo del proceso es posible evaluar
eventuales pérdidas.

La primera de estas ventajas es mas util en el caso de realizar mediciones en cromatdgrafos
gaseosos. En el caso de un equipo de HPLC con loop de inyeccion e inyector automatico la
variabilidad de inyecciones sucesivas es baja de modo que el uso de estandar interno no es tan
critico. Para evaluar este aspecto se solicitd a los participantes enviar los valores de las areas
obtenidas, lo cual permitié realizar los calculos con y sin el uso de estandar interno y comparar
los resultados.

El disefio del procedimiento de medicién del primer ejercicio se realizoé siguiendo exactamente
los pasos descriptos en la Norma de referencia. Se decidié enviar las muestras incluyendo el
agregado de estandar interno para evitar una posible fuente de inhomogeneidad en las
mismas. Otra de las razones fue minimizar el volumen de soluciones y muestras a enviar.

Las pruebas de estabilidad realizadas a priori en el laboratorio de INTI dieron resultados
satisfactorios pero luego de enviadas las muestras se tuvo informacién acerca de diferentes
tipos de problemas con la estabilidad de las mismas en los laboratorios participantes. Esto
también se evidencid al analizar los resultados enviados por los participantes.

A partir de estos hallazgos se realizaron en INTI nuevos ensayos de estabilidad sobre muestras
que se habian mantenido como testigos. Se observé que los problemas de estabilidad se
debieron principalmente a la baja solubilidad del estandar interno, lo que provoco su
precipitacién, sobre todo en los casos en que las muestras fueron guardadas en heladera.

La Norma de referencia no hace ninguna menciéon a la estabilidad de las muestras,
posiblemente debido a que se supone que entre la preparacion de las mismas y su utilizacion
transcurre poco tiempo.

Dados los problemas del primer ejercicio se decidio realizar la segunda ronda con un disefio
mas sencillo, teniendo en cuenta los problemas de inestabilidad antes mencionados.

La organizacion y evaluacion de este estudio fue realizada por:
Dra. Celia Puglisi

Lic. Gabriela Fernandez

Lic. Gabriela Munizza

Lic. Liliana Castro

Tco. Qco. Mariano Tilve
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1. MUESTRAS ENVIADAS

1.1 PREPARACION DE MUESTRAS

La muestra utilizada en este ejercicio interlaboratorio fue preparada utilizando acido tereftalico
Fluka 86420, lote y cddigo de llenado 420415/1 43101, pureza > 99 %, etanol absoluto p.a. y
agua destilada tratada por ésmosis inversa.

La muestra fue preparada pesando la cantidad necesaria de acido tereftalico en un matraz
previamente calibrado y luego se completd el volumen con una solucion acuosa de etanol
15%.

Se entregaron ademas los siguientes estandares solidos:

Acido tereftalico Fluka 86420, lote y cédigo de llenado 420415/1 43101, pureza > 99 %.

Acido ortoftalico Fluka 80010, lote y cédigo de llenado 420515/1 24901, pureza > 99,5 %.

1.2 VALORES

Se consignan a continuacion la concentracién e incertidumbre calculadas a partir de los datos
obtenidos de la preparacion gravimétrica.

Concentracion nominal de U
Ac. Tereftalico
(mg/l (mg/l)
Muestra 5 4,44 0,03

La incertidumbre en el valor de la concentracién se calcul6 teniendo en cuenta todos los pasos
efectuados en la preparacién de la muestra y utilizando los procedimientos recomendados en la
Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement, Eurachem, 2° Ed. 2000.

Se determind la homogeneidad de las mismas tomando una muestra de cada diez siguiendo la
secuencia de llenado. De esta manera se analizé el 10% del lote preparado, obteniéndose
valores satisfactorios de acuerdo con las variaciones asociadas a la repetibilidad
cromatogréfica.

Se determind la estabilidad de las muestras en el tiempo, obteniéndose valores satisfactorios.

2. RESULTADOS ENVIADOS POR LOS PARTICIPANTES

Los datos enviados por los participantes pueden verse en la Tabla 1. EI numero de cifras
significativas y las unidades figuran tal como fueron informadas por los participantes.

En esta tabla también puede observarse el método utilizado por los participantes para realizar
la cuantificacion. Algunos participantes realizaron las mediciones utilizando como estandar
interno el acido ortoftalico entregado. Otros participantes utilizaron el método de estandar
externo. El participante n° 6 utilizé ambos métodos.

Muchos de los participantes midieron cada uno de los frascos de la muestra como si se tratara
de dos muestras diferentes. Se muestran todos los resultados informados.
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En el graficos 1 se muestra el valor promedio obtenido con la totalidad de los datos informados
asi como también el valor nominal de las muestras y el valor medio interlaboratorio obtenido
con el procedimiento descripto en el item 3.

3. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

El tratamiento de los resultados se

realiz6 de acuerdo con

internacionalmente aceptados y que se citan en la Bibliografia.
En la primera etapa de la evaluacion se procedié al examen critico de los datos, descartandose
aquellos que resultan obviamente discordantes.
En la etapa siguiente se procedioé al analisis estadistico. Para ello se tuvieron en cuenta los
laboratorios que enviaron un numero de replicados igual a tres (ref. 1).
Estos datos fueron sometidos a las pruebas de Cochran y Grubbs, que se describen en el

anexo 3.

los procedimientos

La secuencia de operaciones realizadas se describe en el diagrama de flujo que figura en el

anexo 2.

Los resultados del analisis estadistico pueden observarse en la Tabla 2.
Este procedimiento permitié seleccionar los datos estadisticamente aceptables, a partir de los
cuales se calculd el valor medio interlaboratorio y los desvios estandar (s,) correspondientes
para los analitos presentes en la muestra.
El resumen de estos resultados se encuentra en la siguiente tabla

. o, Desviacion
Valor Valor medio Desviacion . .
- AP . . estandar interlab.
Ac. tereftalico gravimétrico interlab. estandar -
. relativa porcentual
(mgll) (mgll) interlab. (s.)
(SL relativa %)
Muestra 5 4,44 4,44 0,14 3,1%

Luego se separaron los datos informados utilizando estandar interno y estandar externo. A
cada grupo de resultados se le aplicoé el mismo tratamiento descripto mas arriba y se obtuvieron
los resultados que se detallan a continuacién.

Ac. tereftalico

Valor
gravimétrico
(mg/l)

Valor medio
interlab.

(mgl/l)

Desviacion
estandar
interlab. (s.)

Desviacion
estandar interlab.
relativa porcentual

(SL relativa %)

Resultados calculados utilizando estandar externo

Muestra 5 4,44 4,51 0,13 2,9%
Resultados calculados utilizando estandar interno
Muestra 5 4,44 4,35 0,12 2,8%

Como puede observarse no hay diferencias significativas entre los dos grupos de resultados.

En la Tabla 3 se resumen los valores numéricos correspondientes a las desviaciones de todos
los resultados enviados con respecto al valor de referencia.
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4. EVALUACION DEL DESEMPENO DE LOS LABORATORIOS

La evaluacion del desempeno de los laboratorios participantes se realizé de acuerdo con los
procedimientos aceptados internacionalmente y que se citan en la Bibliografia.
Se utilizé como criterio el calculo del parametro “z” definido de la siguiente manera:

Z=(Xi 'Xref)/SL
Donde: X; = promedio para cada laboratorio =2 x; /r

Xref = Valor asignado a la concentracion de los analitos de la muestra enviada. En
este caso se utilizo el valor medio Interlaboratorio.

r = numero de replicados informados (1, 2, 3)

y s = desviacion estandar (estimador de la reproducibilidad o variancia entre
laboratorios)

De acuerdo con la definicion del parametro z (anexo 3) el valor de la desviacién estandar
utilizada en este calculo puede ser fijado a priori por acuerdo de los participantes en base a
expectativas de desempefio. También puede ser estimado a partir de los resultados del
interlaboratorio luego de eliminar los datos inconsistentes o fijarlo en base a métodos robustos
para cada combinacién de analito, material y ejercicio.

En este caso se utilizé la desviacion estandar interlaboratorio obtenida con todo el conjunto de
resultados, segun el tratamiento estadistico descripto en el punto 3.

Cuando un sistema analitico se encuentra en condiciones de control estadistico, z debiera
presentar practicamente una distribucién normal, con un valor medio de cero y un desvio
estandar unitario. En estas condiciones, un valor de | z | > 3 seria muy raro de encontrar en tal
sistema e indica un resultado no satisfactorio, mientras que la mayoria de los resultados
debieran tener valores tales que | z| < 2.

Es posible establecer entonces la siguiente clasificacion:

| z | £ 2 satisfactorio 2 <|z|<3 cuestionable | z| > 3 no satisfactorio

Los valores de los parametros z para la muestra pueden verse en el grafico 2 (anexo 1).

5. CONCLUSIONES

e Se tratara de informar a la institucion que redacté la norma de referencia acerca de los
problemas que pueden surgir cuando se aplica este método debido a la inestabilidad de las
soluciones que deben utilizarse.

e Se observa un muy buen grado de acuerdo en los resultados obtenidos por los
participantes, lo cual confirma que en el ejercicio anterior los problemas encontrados se
debian a la inestabilidad de las soluciones.

o No se observaron diferencias significativas entre los resultados obtenidos utilizando
estandar interno y externo. Esto confirma lo dicho en la introduccion acerca de que en el
caso de un equipo de HPLC con loop de inyeccion e inyector automatico la variabilidad de
inyecciones sucesivas es baja de modo que el uso de estandar interno no es tan critico.

A fin de lograr un mecanismo de mejora continua, solicitamos a los laboratorios que nos
envien cualquier sugerencia o comentario que consideren oportuno.
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ANEXO 1
Tablas y graficos
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Datos enviados por los participantes

Tabla 1

interlaboratorios

Lab n° | n° muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3 Método
01 n.i. 4,101 4,069 4,378 Estandar interno
03 20 4,25 4,29 4,23 Estandar interno
03 08 4,23 4,25 4,24 Estandar interno
04 02 4,598 4,599 4,599 Estandar interno
05 15 4,46 4,39 4.3 Estandar interno
05 23 4,27 4,36 4,27 Estandar interno
06 04 4,285 4,292 4,301 Estandar interno
06 04 4,517 4,519 4,527 Estandar externo
06 35 4,340 4,336 4,342 Estandar interno
06 35 4 517 4 527 4512 Estandar externo
07 13 4,659 4,645 4,657 Estandar externo
07 22 4,575 4,567 4,570 Estandar externo
08 03 1,576 1,576 1,562 Estandar interno
08 24 1,516 1,502 1,502 Estandar interno
09 n.i. 4,37 4,42 4,40 Estandar interno
11 n.i. 4,293 4,275 4,317 Estandar externo
12 n.i. 4,27 4,39 4,22 Estandar interno
12 n.i. 4,26 4,37 4,23 Estandar interno
13 06 4,57 4,57 4,55 Estandar interno
15 n.i. 4,479 4,445 4,456 Estandar interno
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Tabla 2

Resultados luego del tratamiento estadistico

interlaboratorios

Tabla 3
Desvios respecto del v. medio interlaboratorio
y del valor de nominal

n° Muestra 5

Lab R1 R2 R3 T
01 4,10 4,07 4,38 C
03 4,25 4,29 4,23

03 4,23 4,25 4,24

04 4,60 4,60 4,60

05 4,46 4,39 4,30 C
05 4,27 4,36 4,27 C
06 4,29 4,29 4,30

06 4,52 4,52 4,53

06 4,34 4,34 4,34

06 4,52 4,53 4,51

07 4,66 4,65 4,66

07 4,58 4,57 4,57

08 1,58 1,58 1,56 I
08 1,52 1,50 1,50 I
09 4,37 442 4,40

11 4,29 4,28 4,32

12 4,27 4,39 4,22 C
12 4,26 4,37 4,23 C
13 4.57 4 57 4,55

15 4,48 4,45 4,46

n° Valor medio % desv.v.medio
Lab mgl/l interlab y v. nominal
01 4,18 -5,8
03 4,26 -4.1
03 4,24 -4,5
04 4,60 3,6
05 4,38 -1,3
05 4,30 -3,2
06 4,29 -3,3
06 4,52 1,8
06 4,34 -2,3
06 4,52 1,8
07 4,65 4.8
07 4,57 2,9
08 1,57 -64,6
08 1,51 -66,1
09 4,40 -1,0
11 4,30 -3,3
12 4,29 -3,3
12 4,29 -3,5
13 4,56 2,8
15 4,46 0,5

T: resultado del tratamiento estadistico

C: datos eliminados por aplicacién de la prueba de Cochran
G: datos eliminados por aplicacién de la prueba de Grubbs
I: datos considerados como inconsistentes
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ANEXO 2

Diagrama de tratamiento estadistico

Separar datos
discordantes

Comienza el ciclo
Calcular S; para

interlaboratorios

1 las mediciones
Elimi 1 laboratori
Aplicar prueba de S imine el laboratorio
Cochran »| a menos que el total
Hay un lab. excluido? eliminado exceda 2/9
No
Aplicar pru.eba Si Elimine el laboratorio
de Grubbs simple —
ay un lab. excluido? a menos que el total
eliminado exceda 2/9
Aplicar prueba Si Elimine el laboratorio
—— ]
de Grubbs de a pa}res{) a menos que el total
Hay un lab . excluido? eliminado exceda 2/9
No
Si Hay algun lab.
G excluido en

este ciclo?

Fin
Datos validos
Calculo de los parametros
estadisticos
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ANEXO 3
Definiciones de repetibilidad y reproducibilidad de un método de ensayo

Resultado de un ensayo: Es el valor de una caracteristica obtenido mediante la realizacién de
un método determinado. El método puede especificar que se realicen un cierto nimero de
observaciones y que reporte el promedio como resultado del ensayo. También puede requerir
que se apliquen correcciones estandar. Por lo tanto puede suceder que un resultado individual
provenga de varios valores observados.

Precision: Es el grado de acuerdo entre resultados mutuamente independientes de un
ensayo, que se obtuvieron bajo condiciones especificadas.

Repetibilidad: Indica el grado de acuerdo entre resultados mutuamente independientes de un
ensayo, obtenidos utilizando el mismo método, en idénticos materiales, en el mismo laboratorio,
por el mismo operador, usando el mismo equipo y en un corto intervalo de tiempo.

Desvio estandar de repetibilidad: Es el desvio estandar de los resultados de un ensayo
obtenido en las condiciones mencionadas en el parrafo anterior. Es un parametro de la
dispersion de los resultados de un ensayo en condiciones de repetibilidad.

Valor de repetibilidad r: Es el valor por debajo del cual se espera que se encuentre, con una
probabilidad del 95%, la diferencia absoluta entre dos valores individuales del resultado de un
ensayo, obtenidos en condiciones de repetibilidad.

Reproducibilidad: Indica el grado de acuerdo entre resultados mutuamente independientes de
un ensayo obtenidos con el mismo método, en idénticos materiales, en diferentes laboratorios,
con diferentes operadores y utilizando distintos equipos.

Desvio estandar de la reproducibilidad: Es el desvio estandar de los resultados de ensayos
obtenidos en condiciones de reproducibilidad. Es un parametro que indica la dispersién de la
distribucion de resultados de un ensayo en condiciones de reproducibilidad.

Valor de reproducibilidad r: Es el valor por debajo del cual se espera que se encuentre, con

una probabilidad del 95%, la diferencia absoluta entre dos valores individuales del resultado de
un ensayo, obtenidos en condiciones de repetibilidad.
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Tratamiento de los resultados

Definiciones

n = numero de datos

Valor medio = x4, = media aritmética = (2 x; )/ n

Desvio estandar =Sy = [ X (X - X12 )°/ n-1] "2

Desvio % respecto del valor medio = [ ( X; - X1;2 ) / X42 ] 100

Desvio % respecto del valor de referencia = [ ( X; - Xref ) / Xref ] 100

Definicion del parametro z

El primer paso para evaluar un resultado es calcular cuan apartado esta ese dato del valor
asignado o del valor de la referencia, es decir: x; - valor ref. (ref. 2y 5).

Muchos esquemas de evaluacion de datos utilizan la relacion entre esta diferencia y el valor del
desvio estandar para comparar los resultados.

El valor del desvio estandar que se utiliza puede ser fijjado a priori por acuerdo de los
participantes en base a expectativas de desempefio. También puede ser estimado a partir de
los resultados del interlaboratorio luego de eliminar los datos inconsistentes o fijarlo en base a
métodos robustos para cada combinacién de analito, material y ejercicio.

Cuando puede considerarse que un sistema analitico “se comporta bien”, z debiera presentar
practicamente una distribucion normal, con un valor medio de cero y un desvio estandar
unitario. En estas condiciones, un valor de | z | > 3 seria muy raro de encontrar en tal sistema e
indica un resultado no satisfactorio, mientras que la mayoria de los resultados debieran tener
valores tales que | z| < 2.

Es posible establecer entonces la siguiente clasificacion:

| z | <2 satisfactorio 2 <|z]|<3 cuestionable | z| = 3 no satisfactorio

Prueba de Grubbs

Para calcular la estadistica del test de Grubbs simple, se calcula el promedio para cada
laboratorio (por lo menos de tres datos) y luego el desvio estandar de esos L promedios
(designada como la s original). Se calcula el desvio standard del conjunto de los promedios
luego de haber eliminado el promedio mas alto (s,) y o mismo luego de haber eliminado el
promedio mas bajo (sp).

Entonces se calcula la disminucion porcentual en el desvio estandar como sigue:

100x[1-(sp/s)] y 100x[1-(sa/s)]
El mayor de estos dos decrecimientos porcentuales se compara con el valor critico de Grubbs

para el numero de laboratorios considerado (probabilidad = 2,5 %) y cuando lo excede se
rechaza, recomenzando el ciclo.
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Prueba de Cochran

Dado un conjunto de desvios estandar s; , todas calculadas a partir del mismo numero de
replicados de resultados de ensayo, el criterio de Cochran resulta:

C = SZmax /Z S2i

Este valor de C se compara con el valor critico de las correspondientes tablas para un 95% de
nivel de confianza.

Se entra en la tabla con el nUmero de observaciones asociadas a cada variancia (triplicado en
este caso) y el numero de variancias comparadas (numero de participantes).

Si C excede el valor critico tabulado, el dato del laboratorio correspondiente es rechazado y se
reinicia el ciclo.
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