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Ensayo interlaboratorio en HPLC.

Informacion que puede obtenerse de un ensayo de aptitud.
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Introduccién

El INTI ha organizado  tres  ejercicios
interlaboratorio en mediciones por cromatografia
liquida. En el primer ejercicio, organizado por el
Centro de Quimica en 1999, las muestras fueron
parabeno y metil parabeno. En el segundo
ejercicio, organizado por el Centro de Cereales y
Oleaginosas en 2002, las muestras fueron sorbato
de potasio y benzoato de sodio. En el tercero,
actualmente en curso, organizado por el Centro de
Plasticos, se analiza acido tereftalico.

En todos los casos se enviaron como muestras
incégnita, sustancias puras disueltas en solventes,
sin dificultades de matriz, y las mismas sustancias
solidas para preparar las soluciones de calibracion.
Estos ejercicios fueron disefiados para que puedan
participar laboratorios que utilizan el equipo de
HPLC, aunque no fuera para estas mediciones
especificamente.

De esta manera se puede evaluar la capacidad del
operador en distintos aspectos de la medicidon
cromatografica, tales como la preparacion de las
soluciones de calibracion, el funcionamiento del
equipo, la seleccion de las condiciones
cromatograficas, el procesamiento de resultados,
entre otras.

En particular en el ejercicio para la mediciéon de
sorbato y benzoato se realizé6 una validacién del
método ya que se solicité a los participantes que
informaran su limite de cuantificacion y que
realizaran mediciones para evaluar repetibilidad y
reproducibilidad. También se evalud el ajuste de la
recta de calibracion.

Metodologia

Se enviaron dos muestras en solucién acuosa
conteniendo benzoato de sodio y sorbato de
potasio en dos niveles de concentracion de cada
sal y las correspondientes sales sélidas para
preparar las disoluciones de calibracion, por lo que
el resultado del analisis permite verificar el
funcionamiento de los equipos de medicién y la

correcta manipulacién de la muestra y de las
soluciones de calibracién.

Se solicit6 ademads evaluar el limite de deteccién y
consignar los datos necesarios para ajustar la
curva de calibracion. Se evaluaron estos
parametros de la validacion del método, utilizando
una planilla propia para el ajuste de la recta de
calibracion y el cdlculo de Ila incertidumbre
estadistica proveniente de dicho ajuste.

Evaluacion de los Resultados

Los datos enviados por los participantes se
sometieron a las pruebas de Cochran vy
Grubbs 121,

Este procedimiento permitié seleccionar los datos
estadisticamente aceptables, a partir de los cuales
se calculd el valor medio y la desviacion estandar
interlaboratorio.

El resumen de los resultados puede verse en la
tabla 1.

Con el objeto de estudiar la repetibilidad vy
reproducibilidad de los participantes se analizaron
los promedios y desviaciones estandar obtenidos
por cada participante en tres dias consecutivos,
asi como el promedio y desviacién estandar total
de cada muestra.

Los valores tipicos obtenidos son:
Repetibilidad: 1%
Reproducibilidad: 3%

Se utilizé la planilla excel antes mencionada para
ajustar la curva de calibracién utilizando algunos
datos enviados por los participantes y comparar
los resultados con los diferentes métodos de
calculo.

A modo de ejemplo, en la tabla 2 se muestran los
datos correspondientes al Dia 1.

Analizando estos datos puede verse que en
algunos casos la incertidumbre asociada al ajuste
por cuadrados minimos es muy elevada, por
ejemplo en el caso de los laboratorios 4, 7, 10 y
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11. Un analisis detallado de los datos enviados
por estos participantes, utilizando la planilla
mencionada muestra que esta incertidumbre se
debe a la gran dispersién de los resultados, o
bien a que algun punto de la curva de calibracion
esta muy apartado del resto. Estos defectos
pueden provenir de errores en la preparacion de
las disoluciones de calibracion o de la baja
precision en las mediciones. Esto se evidencia
claramente en el andlisis de los graficos de
residuos.

A continuacién se muestran dos graficos de
residuos obtenidos a partir de los datos enviados
por los participantes.

El primer grafico muestra una buena distribucion
de los residuos y el segundo una mala
distribucidn de los residuos, lo que trae aparejado
errores al medir las muestras.
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Por ultimo, se solicitdé a los participantes que
enviaran los cromatogramas de las mediciones
realizadas. Esto permitié analizar las posibles
causas de error en las mediciones.

Como ejemplo, se muestra un cromatograma en
el que puede observarse una asimetria en los
picos (cola posterior) para bajos tiempos de
retencion, aunque hay buena resolucién, lo cual
indica que no fueron seleccionadas correctamente
las condiciones cromatograficas.

7.3

00—

00 20 a0 60 0 100
minutos

Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran claramente la
utilidad de este tipo de ejercicios para validar
métodos de ensayo y aportar elementos para
mejorar la calidad de las mediciones.
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Tabla 1

Desviacion estandar
Analit Valor nominal Valor medio Desviaci6n estandar interlab. relativa
nafito (mgll) interlab. interlab. (s ) porcentual

(mg/l) (mg/) [

Benzoato M1 252,18 250,1 53 2,1
de sodio
M2 51,78 50,0 2,1 4,2
Sorbato | M1 85,91 86,0 1,7 2,0
de

potasio M2 53,88 53,5 1,3 2,4

Tabla 2
Benzoato de Sodio M1 Benzoato de Sodio M2

Lab. yalor Informad{alor curva calib Incert. alor Informaddlor curva cali Incert.
1 250,35 250,4 2,4 48,70 48,7 2,4
2 252,94 253,9 2,5 50,57 51,7 2,5
3 241,60 241,6 2,1 47,95 47,9 1,0
4 250,75 250,7 9,1 47,35 47,4 9,3
5 259,53 259,6 3,6 52,01 52,0 3,6
6 252,93 252,9 4,0 49,50 49,5 4,1
7 237,44 237,7 4,7 47,26 47,5 4,7
8 250,00 251,3 0,4 50,35 50,6 0,4
9 251,25 251,2 2,2 50,48 50,5 2,2
10 223,45 223,4 23,1 50,75 50,8 24,2
12 242,45 242,4 4,7 52,41 52,8 4,3
13 247,60 247,6 2,5 48,15 48,2 2,5
14 258,15 258,2 3,3 51,42 51,4 2,9
16 255,75 255,9 3,8 54,00 53,7 3,4
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