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1. OBJETO

El presente procedimiento tiene por objeto mostrar un método posible para
la calibracion de Equipos de Espectrofotometria de Absorcion Atdmica
(E.A.A)) con distintas variantes instrumentales.

2. ALCANCE

El presente procedimiento puede aplicarse para la calibracién, para un
cierto elemento en unas condiciones experimentales determinadas, de
Espectrofotdmetros de Absorcibn Atémica (con sus correspondientes
accesorios instrumentales: generadores de hidruros, inyectores
automaticos...), tanto los que verifican la atomizacién por la accién de una
lama o mediante una camara de grafito. Dicha calibracién, por
corresponder a un equipo que constituye un sistema instrumental
complejo y por tratarse de una técnica espectrofotométrica, se lleva a
cabo por interpolacién sobre la correspondiente recta de regresion. Por
otra parte, hay que tener en cuenta que, para poder aplicar la
correspondiente calibracion para el desarrollo de la determinacién
analitica de un elemento, debe efectuarse un tratamiento analogo de los
patrones y de las muestras y, ademas, deben coincidir lo mas posible las
naturalezas quimicas de sus matrices. En algunos casos, con el objeto de
obviar el efecto de las posibles interferencias de la matriz de las muestras,
se emplea la estrategia de la cuantificacibn mediante el procedimiento de
adicion de patrén que se basa en la determinacion de la diferencia de
absorbancias entre la muestra y alicuotas de la misma fortificadas con
concentraciones conocidas del elemento en estudio, determindndose de
este modo la relaciéon absorbancia/concentracion del analito. Cabe sefalar
que en el presente procedimiento de calibracién Unicamente se contempla
el caso del establecimiento de la curva de calibracién correspondiente al
analisis directo de patrones, excluyéndose el tratamiento de la técnica de
patrén afiadido, dado que esta muy vinculada a la propia naturaleza de las
muestras objeto de ensayo.
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3. DEFINICIONES

Ajuste de un sistema de medida [1] (3.11)

Conjunto de operaciones realizadas sobre un sistema de medida para que
proporcione indicaciones prescritas, correspondientes a valores dados de
la magnitud a medir.

NOTA 1 Diversos tipos de ajuste de un sistema de medida son: ajuste de
cero, ajuste del offset (desplazamiento) y ajuste de la amplitud de escala
(denominado también ajuste de la ganancia).

NOTA 2 No debe confundirse el ajuste de un sistema de medida con su
propia calibracién, que es un requisito para el ajuste.

NOTA 3 Después de su ajuste, generalmente un sistema de medida debe
ser calibrado nuevamente.

Calibracién [1] (2.39)

Operacion que bajo condiciones especificadas establece, en una primera
etapa, una relacidon entre los valores y sus incertidumbres de medida
asociadas obtenidas a partir de los patrones de medida, y las
correspondientes indicaciones con sus incertidumbres asociadas y, en una
segunda etapa, utiliza esta informacién para establecer una relacion que
permita obtener un resultado de medida a partir de una indicacion.

NOTA 1 Una calibracién puede expresarse mediante una declaracién, una
funcién de calibracion, un diagrama de calibracién, una curva de
calibracién o una tabla de calibracion. En algunos casos, puede consistir
en una correccion aditiva o multiplicativa de la indicaciéon con su
incertidumbre correspondiente.

NOTA 2 Conviene no confundir la calibracion con el ajuste de un sistema
de medida, a menudo llamado incorrectamente “autocalibracién”, ni con
una verificacion de la calibracion.
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NOTA 3 Frecuentemente se interpreta que Unicamente la primera etapa
de esta definicién corresponde a la calibracion.

Desviacion tipica experimental [2] (B.2.17)

Para una serie de n mediciones de un mismo mensurando, la magnitud s
que caracteriza la dispersion de los resultados, dada por la férmula:

siendo x; el resultado de la i-ésima medicién y x la media aritmética de
los n resultados considerados.

NOTAS

1. Considerando la serie de n valores como muestra de una distribucion, X es
un estimador insesgado de la media u,y s? es un estimador insesgado de la

varianza o2 de dicha distribucién.

2. La expresion s/x/ﬁ es una estimacion de la desviacion tipica de la

distribucién de X y se denomina desviacién tipica experimental de la media.

3. La desviacion tipica experimental de la media en ocasiones se denomina,
incorrectamente, error de la media.

Ensayo

Operacion técnica que consiste en la determinacion de una o mas
caracteristicas o cualidades de un determinado, producto, material,
equipo, organismo, fenémeno fisico, proceso o servicio de acuerdo con un
procedimiento especificado.

Error de medida [1] (2.16)
Diferencia entre un valor medido de una magnitud y un valor de referencia.
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NOTA 1 El concepto de error de medida puede emplearse:

a) cuando exista un unico valor de referencia, como en el caso de realizar
una calibracibn mediante un patron cuyo valor medido tenga una
incertidumbre de medida despreciable, o cuando se toma un valor
convencional, en cuyo caso el error es conocido.

b) cuando el mensurando se supone representado por un valor verdadero
Unico por un conjunto de valores verdaderos, de amplitud despreciable, en
cuyo caso el error es desconocido.

NOTA 2 Conviene no confundir el error de medida con un error en la
produccién o con un error humano.

Incertidumbre de medida [1] (2.26)

Parametro no negativo que caracteriza la dispersiébn de los valores
atribuidos a un mensurando, a partir de la informacion que se utiliza

NOTA 1 La incertidumbre de medida incluye componentes procedentes de
efectos sisteméaticos, tales como componentes asociadas a correcciones y
a valores asignados a patrones, asi como la incertidumbre debida a la
definiciébn. Algunas veces no se corrigen los efectos sistematicos
estimados y en su lugar se tratan como componentes de incertidumbre.

NOTA 2 El pardmetro puede ser, por ejemplo, una desviacion tipica, en
cuyo caso se denomina incertidumbre tipica de medida (o un mditiplo de
ella), o una semiamplitud con una probabilidad de cobertura determinada.

NOTA 3 En general, la incertidumbre de medida incluye numerosas
componentes. Algunas pueden calcularse mediante una evaluacion tipo A
de la incertidumbre de medida, a partir de la distribucién estadistica de los
valores que proceden de las series de mediciones y pueden caracterizarse
por desviaciones tipicas. Las otras componentes, que pueden calcularse
mediante una evaluacion tipo B de la incertidumbre de medida, pueden
caracterizarse también por desviaciones tipicas, evaluadas a partir de
funciones de densidad de probabilidad basadas en la experiencia u otra
informacién.

Procedimiento QU-0012. Edicién digital 1 Pagina 7 de 48



v@ .  MINISTERIO DE %
Z/@lT  INDUSTRIA, TURISMO Y

S"-lﬁ?%? COMERCIO

alllez

CENTRO ESPANOL
DE METROLOGIA,

NOTA 4 En general, para una informacion dada, se sobrentiende que la
incertidumbre de medida esta asociada a un valor determinado atribuido al
mensurando. Por tanto, una modificacion de este valor supone una
modificacién de la incertidumbre asociada.

Material de referencia [1] (5.13)

Material suficientemente homogéneo y estable con respecto a
propiedades especificadas, establecido como apto para su uso previsto en
una medicién o en un examen de propiedades cualitativas

NOTA 1 El examen de una propiedad cualitativa comprende la asignacion
de un valor a dicha propiedad y de una incertidumbre asociada. Esta
incertidumbre no es una incertidumbre de medida.

NOTA 2 Los materiales de referencia con o sin valores asignados pueden
servir para controlar la precisién de la medida, mientras que Unicamente
los materiales con valores asignados pueden utilizarse para la calibracién
o control de la veracidad.

NOTA 3 Los materiales de referencia comprenden materiales que
representan tanto magnitudes como propiedades cualitativas.

EJEMPLO 1 Ejemplos de materiales de referencia que representan
magnitudes:
a) agua de pureza declarada, cuya viscosidad dinamica se emplea
para la calibracion de viscosimetros.
b) suero humano sin valor asignado a la concentracién de colesterol
inherente, utilizado solamente como material para el control de la
precision de la medida.
c) tejido de pescado con una fraccion masica determinada de dioxina,
utilizado como calibrador.

EJEMPLO 2 Ejemplos de materiales de referencia que representan
propiedades cualitativas:

a) carta de colores mostrando uno o mas colores especificados.

b) ADN conteniendo una secuencia especificada de nucleétido.

c) orina conteniendo 19-androstenediona.
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NOTA 4 Algunas veces un material de referencia se incorpora a un
dispositivo fabricado especialmente.

EJEMPLO 1 Sustancia de punto triple conocido en una célula de punto
triple.

EJEMPLO 2 Vidrio de densidad Optica conocida, en un soporte de filtro de
transmitancia.

EJEMPLO 3 Esferas de granulometria uniforme montadas en un
portamuestras de microscopio.

NOTA 5 Algunos materiales de referencia tienen valores asignados que
son metrolégicamente trazables a una unidad de medida fuera de un
sistema de unidades. Tales materiales incluyen vacunas a las que la
Organizaciéon Mundial de la Salud ha asignado Unidades Internacionales

(UI).

NOTA 6 En una medicién dada, un material de referencia puede utilizarse
Unicamente para calibracién o para el aseguramiento de la calidad.

NOTA 7 Dentro de las especificaciones de un material de referencia
conviene incluir su trazabilidad, su origen y el proceso seguido (Accred.
Qual. Assur.:2006).

NOTA 8 La definiciéon segun ISO/REMCO es anéloga, pero emplea el
término “proceso de medida”’ para indicar “examen” (ISO 15189:2007,
3.4), el cual cubre tanto una medicion de la magnitud como el examen de
una propiedad cualitativa.

Material de referencia certificado (MRC) [1] (5.14):

Material de referencia acompafiado por la documentacion emitida por un
organismo autorizado, que proporciona uno 0 varios valores de
propiedades especificadas, con incertidumbres y trazabilidades asociadas,
empleando procedimientos validos.

EJEMPLO Suero humano, con valores asignados a la concentracion de
colesterol y a la incertidumbre de medida indicados en un certificado,
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empleado como calibrador o como material para el control de la veracidad
de la medida.

NOTA 1 La “documentacion” mencionada se proporciona en forma de
“certificado” (véase la Guia 1SO 31:2000).

NOTA 2 Procedimientos para la produccién y certificacion de materiales
de referencia certificados pueden encontrarse, por ejemplo, en las Guias
ISO 34 e ISO 35.

NOTA 3 En esta definicion, el término “incertidumbre” se refiere tanto a la
“incertidumbre de la medida’como a la “incertidumbre del valor de la
propiedad cualitativa”, tal como su identidad y secuencia. El término
“trazabilidad” incluye tanto la “trazabilidad metrolégica “del valor de la
magnitud como la “trazabilidad del valor de la propiedad cualitativa”.

NOTA 4 Los valores de las magnitudes especificadas de los materiales de
referencia certificados requieren una trazabilidad metrolégica con una
incertidumbre de medida asociada (Accred. Qual. Assur.:2006).

NOTA 5 La definicion de ISO/REMCO es analoga (Accred. Qual.
Assur.:2006) pero utiliza el calificativo “metrolégica” tanto para una
magnitud como para una propiedad cualitativa.

Medicién [1] (2.1)

Proceso que consiste en obtener experimentalmente uno o varios valores
que pueden atribuirse razonablemente a una magnitud.

NOTA 1 Las mediciones no son de aplicacibn a las propiedades
cualitativas.

NOTA 2 La medicion supone una comparacion de magnitudes, e incluye el
conteo de entidades.

NOTA 3 Una medicién supone una descripcion de la magnitud compatible
con el uso previsto de un resultado de medida, un procedimiento de
medida y un sistema de medida calibrado conforme a un procedimiento de
medida especificado, incluyendo las condiciones de medida.
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Resolucién de un dispositivo visualizador [1] (4.15)

Minima diferencia entre indicaciones visualizadas, que puede percibirse de
forma significativa.

Trazabilidad metroldgica [1] (2.41)

Propiedad de un resultado de medida por la cual el resultado puede
relacionarse con una referencia mediante una cadena ininterrumpida y
documentada de calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la
incertidumbre de medida

NOTA 1 En esta definicion, la referencia puede ser la definicion de una
unidad de medida, mediante una realizacion practica, un procedimiento de
medida que incluya la unidad de medida cuando se trate de una magnitud no
ordinal, o un patron.

NOTA 2 La trazabilidad metroldgica requiere una jerarquia de calibracion
establecida.

NOTA 3 La especificacion de la referencia debe incluir la fecha en la cual se
utilizé dicha referencia, junto con cualquier otra informacién metroldgica
relevante sobre la referencia, tal como la fecha en que se haya realizado la
primera calibracion en la jerarquia.

NOTA 4 Para mediciones con mas de una magnitud de entrada en el modelo
de medicion, cada valor de entrada debiera ser metrolégicamente trazable y
la jerarquia de calibracién puede tener forma de estructura ramificada o de
red. El esfuerzo realizado para establecer la trazabilidad metrol6gica de cada
valor de entrada deberia ser en proporcion a su contribucion relativa al
resultado de la medicién.

NOTA 5 La trazabilidad metrolégica de un resultado de medida no

garantiza por si misma la adecuacién de la incertidumbre de medida a un

fin dado, o la ausencia de errores humanos.

NOTA 6 La comparacibn entre dos patrones de medida puede
considerarse como una calibracion si ésta se utiliza para comprobar, y si
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procede, corregir el valor y la incertidumbre atribuidos a uno de los
patrones.

4. GENERALIDADES

Debe tenerse en cuenta que los Espectrofotdmetros de Absorcion
Atomica, equipos objeto del presente procedimiento de calibracion,
constituyen Sistemas Instrumentales Complejos que constan de multiples
partes las cuales, a menudo, suponen variables operativas alternativas y
permiten también el acoplamiento de distintos accesorios (como
inyectores automaticos, dispositivos de generacion de hidruros...). Otro
aspecto de interés se deriva de la capacidad de aplicacion de dicha
técnica en la determinacién analitica de distintos elementos. Ambas
circunstancias, sin soslayar la oportunidad de verificar periddicamente las
especificaciones de alguno de los componentes del equipo, implican la
necesidad de efectuar calibraciones globales del Sistema Instrumental
completo que constituye el Espectrofotémetro de Absorcion Atémica,
particularizadas para cada elemento en unas condiciones experimentales
prefijadas.

En este apartado se describen, ademas de los fundamentos bésicos de la
técnica, los elementos integrantes de los Espectrofotdmetros de Absorcion
Atomica.

4.1. Partes integrantes de los equipos de Espectrofotometria de
Absorcién Atémica

Los principales elementos (con las variables operativas correspondientes)
son:
4.1.1. Sistema neumatico

» Gas combustible (para el caso de atomizacion por llama), siendo
los mas comunes:
e Acetileno
e Otros gases menos empleados: Hidrégeno, Propano, Butano

» Gas oxidante (para el caso de atomizacién por llama).
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e Aire
¢ Oxido nitroso

» Gas de purga y enfriamiento (para el caso de atomizacion
electrotérmica):

e Argén

» Gas de arrastre (para el caso de EAA con camara de vapor frio):
e Argbn

» Reguladores de presién y caudal de los gases:
e Mecénicos o electronicos

4.1.2. Dispositivos _de introduccion de muestras y/o transferencia de
muestras al elemento de atomizacion

Los usados mas frecuentemente son:

Y

Por aspiracion y/o nebulizacion de las muestras y de los patrones
de calibracion.

Y

Inyeccion manual o automatica de las muestras y patrones de
calibracién en la camara de atomizacion.

Y

Dispositivos para la generacion de vapores frios (para la
determinacion de mercurio) y para la generacién de hidruros (para
la determinacion de arsénico, selenio, antimonio, estafio,...).

» Inyectores de Flujo Segmentado (FIAS).

Ademas, en algunos equipos se emplean:

» Inyectores para muestras solidas.
» Diluidores automaticos de muestras y/o patrones de calibracion.

4.1.3. Camara y fuente de atomizacion (por llama o electrotérmica)
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» Mechero con llama aire-acetilénica.
» Mechero con llama 6xido nitroso-acetilénica.

» Camara de grafito, que incorpora:
e Tubo de grafito (con o sin plataforma L'Vov)
e Sistema de calentamiento (longitudinal o transversal)
o Circuito de gas inerte de purga y enfriamiento
e Circuito de refrigeracién con agua

4.1.4. Sistema éptico
» Fuentes de energia radiante y modulada (generalmente ubicadas

en un portalamparas multiple), siendo susceptible el control de su
intensidad y energia.

e Lamparas de catodo hueco (monoelementales)
e Lamparas de descarga sin electrodos (multielementales).

» Rendija regulable en anchura (en algunos equipos también en
altura).

» Selector de longitud de onda.
» Monocromador.
» otomultiplicador.

> Corrector de la radiacién de fondo:
e Lampara de deuterio.
e Efecto Zeeman.

» Camara para vapor frio.

4.1.5. Gestion de la sefial medida

» Amplificador logaritmico (para convertir la transmitancia medida
en absorbancia).
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» Convertidor analégico/digital.

» Dispositivo de amortiguacién del ruido de fondo.

4.1.6. Registro de datos

» Registrador gréafico de tipo potenciométrico.

» Sistema informatizado:
¢ Integrado en el equipo.
e Externo (soportado en un PC).

4.2. Descripcion de las bases de la técnica
4.2.1. Fundamento

La Espectrofotometria de Absorcion Atdmica se basa en la absorcion
selectiva de radiacion luminosa a una longitud de onda determinada
por parte de los atomos (o iones simples) en estado gaseoso de los
distintos elementos susceptibles de andlisis mediante la citada
técnica. Dado que la absorcion atomica se rige tedricamente por la
ley de Beer-Lambert que expresa la proporcionalidad directa entre la
absorbancia y la concentracion del analito (tanto en la disolucién de
muestra a ensayar como en los patrones de calibracion), es posible el
establecimiento de curvas (o rectas) de calibracidon que representen
estadisticamente la correspondiente relacion
absorbancia/concentracién del elemento objeto de andlisis. En el
siguiente apartado se ofrecen una serie de consideraciones y criterios
para el desarrollo de las actividades de la presente calibracion.

4.2.2. Consideraciones generales sobre la calibracion de los equipos
de Espectrofotometria de Absorciéon Atbmica

Dada la complejidad y multiplicidad de las partes integrantes de los
Espectrofotdbmetros de Absorcién Atémica, equipos cuya calibracion
constituye el objeto de este documento, y ante la imposibilidad
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practica por parte de los usuarios de efectuar calibraciones por
separado de los distintos componentes, en el presente procedimiento
se plantea la oportunidad de efectuar una calibracion global del
equipo basada en la determinacién y verificacién de la funcién de
respuesta (denominada recta o curva de calibracion) individualizada
para cada elemento susceptible de medida por el equipo en unas
condiciones de trabajo determinadas. A partir del tratamiento
estadistico de los datos de la calibracion se establecera el criterio
para la determinacién de los intervalos de confianza y para el calculo
de la incertidumbre asociada a las medidas de cuantificacion a llevar
a cabo.

NOTA

Cabe comentar que en la redaccion del presente procedimiento se ha
procurado generalizar las operaciones y calculos para que se abarquen al
maximo todas las variantes operativas de la presente técnica analitica.

5. DESCRIPCION

En el presente apartado se describen las consideraciones a tener en
cuenta sobre los equipos y también de los materiales y reactivos
involucrados en las actividades de calibracion de Espectrofotometros de
Absorcion Atomica y las operaciones a llevar a cabo para la realizacion de
dichas actividades.

5.1. Equipos y materiales

Las buenas préacticas analiticas y los requisitos de las normativas
concernientes a los sistemas de aseguramiento de la calidad analitica
(como por ejemplo 1ISO 17025) establecen como criterio general que
todos equipos de medicién y ensayo utilizados en el laboratorio,
deberan calibrarse antes de su puesta en servicio y posteriormente,
cuando sea necesario de acuerdo con el programa de calibracion
establecido (sin excluir la necesidad u oportunidad de la calibracion
en cada uso) y, ademas, deben estar sometidos a un adecuado
mantenimiento preventivo. En consecuencia, el laboratorio debera
disponer de un plan y un programa estrictos tanto por lo que se
refiere a las operaciones de calibraciébn como a las de mantenimiento
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de los equipos. Ademas, habrd de disponer de los registros de
calibracién (asi como de los de verificacion, mantenimiento preventivo
y mantenimiento correctivo) convenientes que permitan asegurar la
trazabilidad de las medidas realizadas con dichos equipos.

Por lo que se refiere a los materiales de referencia empleados en el
desarrollo de las calibraciones (véase al respecto la definiciéon en el
apartado 3 del presente procedimiento), debera asegurarse su
trazabilidad respecto a patrones nacionales o internacionales, o bien
debera ponerse de manifiesto satisfactoriamente la exactitud e
incertidumbre de la concentracién de los analitos de interés en los
patrones correspondientes, en base al contraste de respuestas en
relaciébn con patrones de reconocida solvencia o a partir de la
participacion de ejercicios de intercomparacion entre laboratorios.

Respecto los materiales de referencia para la calibracion de
Espectrofotometros de Absorcion Atdmica debe indicarse que en la
actualidad son asequibles en distintas fuentes patrones (mono o
multielementales) con la suficiente trazabilidad. Cabe sefialar, por
otra parte, que la concentracion de dichos patrones suele ser elevada
(tipicamente de 1000 mg/L) y que, por tanto, el usuario debera
efectuar diluciones de los mismos para poderlos emplear en las
correspondientes calibraciones del equipo, debiéndose extremar en
dicho paso las precauciones tanto materiales (empleando materiales
volumétricos y/o gravimétricos calibrados, utilizando agua y reactivos
exentos de impurezas...) como operativas (encargando dicha
actividad a personal cualificado).

Los equipos y materiales necesarios para la realizacion de la
calibracion de los equipos de Espectrofotometria de Absorcion
Atdémica se presentan en el listado siguiente:

» Espectrofotémetro de AA.

» Equipos auxiliares (inyector automéatico, generador de hidruros...).

» Fuente de radiacion apropiada (lampara del elemento objeto de la
calibracién).
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» Gases necesarios:

Para sistemas de atomizacion por llama: acetileno + aire (u
Oxido nitroso).
Para sistemas de atomizacién electrotérmica: argon.

» Sistema de aporte de muestra:

Manual.

Automdtica.

Inyector de flujo segmentado (FIAS).
Generador quimico de vapores.

> Sistema de atomizacion:

Por llama acetileno y aire (o acetileno y 6xido nitroso).
Electrotérmica.
+ Tubos de grafito para atomizacion electrotérmica.

» Equipos volumétricos necesarios, calibrados.

> Materiales de referencia:

Distintas disoluciones (siempre en nimero superior a 3, y mas
conveniente > 5) de un material de referencia certificado
conteniendo concentraciones conocidas del elemento en un
medio apropiado (por ejemplo disolucién acuosa de &cido
nitrico M mol/L). Las concentraciones de dichas disoluciones
abarcardn lo mas extensamente posible el rango lineal de
determinacion del elemento.

> Reactivos:

Agua doblemente desionizada (exenta de metales).

Acidos (exentos de metales).

Modificadores de matriz (como: nitrato de lantano, nitrato de
paladio, nitrato de magnesio...).

Reactivos para la generacion quimica de vapores (como:
tetrahidruro de boro y sodio, cloruro de estafio (l1)...).
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» Manual/les de instrucciones o procedimiento/s de uso Yy
mantenimiento de los equipos, sus partes y/o accesorios.

» Otros materiales auxiliares:
e Material volumétrico:
¢ Matraces de clase A.
+ Pipetas de clase A.
¢ Microjeringas.
Capsulas o viales portamuestras.
Recipientes.
Balanza analitica.
Sistemas de filtracion.
Reactivos.

5.2. Operaciones previas y puesta en marcha del equipo

Antes de iniciar la calibracién se realizaran las siguientes operaciones
previas:

5.2.1. Con el objeto que la persona que realice la calibracion esté
familiarizada con el manejo del equipo, se comprobara la
disponibilidad del manual de instrucciones del fabricante y, si lo
hubiera, del procedimiento de uso y/o mantenimiento del mismo.

5.2.2. Aunque, dadas las caracteristicas constructivas y funcionales
de los Espectrofotometros de Absorcion Atdmica, las condiciones
ambientales (si no son extremas) no afectan en principio al
funcionamiento de dichos equipos y, por ende, al resultado de la
calibracién, dicho proceso debera procurar realizarse manteniendo
una temperatura ambiente comprendida entre 15 °C y 30 °C que es el
margen normal de tolerancia en el que, segun los fabricantes, los
equipos de Espectrofotometria de Absorcién Atdmica mantienen sus
especificaciones.

NOTA

En el planteamiento del presente procedimiento puede considerarse
gue la temperatura no ejerce una influencia significativa sobre el
resultado de la calibracion. Sin embargo, cuando figuren operaciones
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de pesada y/o dilucion, la temperatura puede contribuir de forma
apreciable en la incertidumbre del resultado correspondiente.

5.2.3. Se comprobara que el Espectrofotometro de Absorcién
Atdémica y los accesorios correspondientes estén conectados a una
base de enchufe que incluya un conductor de protecciéon o toma de
tierra.

Para la realizacion de la calibracion previamente habra que efectuar
una serie de operaciones, tales como:

5.2.4. Especificacién de las condiciones experimentales:

Deberan especificarse directamente o comprobar que estan
perfectamente especificados los aspectos (listados a continuacion), y
mediante referencias cruzadas a:

¢ Manual/es de instrucciones (o uso) del equipo, sus partes
y/o accesorios.

e Procedimiento normalizado de trabajo concerniente al
ensayo al que aplica la calibracién correspondiente.

e Otros documentos (normas, referencias bibliograficas con
solvencia técnica reconocida...).

Siendo los aspectos:

Elemento.

Longitud de onda.

Amplitud de rendija.

Modo de trabajo (absorcién o emision).

Tipo de tratamiento y/o sistema de transferencia de muestras.
Naturaleza, pureza y caudales de los gases.

Tipo de mechero (en funcién del comburente).

Naturaleza y composicion de los patrones de calibracion.
Naturaleza y pureza de los modificadores de matriz (si aplica).

VVVYYYYVYVYYV
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» Concentracion (y modo de preparacién) de las disoluciones de
los modificadores de matriz.

» Naturaleza y pureza de los reactivos de generacién quimica de
vapores (si aplica).

» Concentracion (y modo de preparacion) de las disoluciones de los
modificadores de matriz.

» Condiciones de la introduccién de muestras y otros reactivos o
modificadores (si aplica).

» Programa de atomizacion (si ésta es electrotérmica), programa de
generacion quimica de vapores (si aplica)...

» Modo de recogida y tratamiento de datos de las medidas.

» Criterio de aceptacion del resultado de la calibracion.

» Criterios auxiliares sobre frecuencia de ensayos de blancos,
repeticiones, muestras de control...

NOTA

Téngase en cuenta que muchas de las especificaciones y condiciones que se
indican en los apartados siguientes estaran descritas en los Manual/es de
instrucciones o procedimiento/s de uso y mantenimiento de los equipos, sus partes
y/o accesorios y/o también en los procedimientos de ensayo correspondientes,
normas...

NOTA

Téngase en cuenta, como se ha comentado anteriormente, que cuando se aplica el
resultado de la calibracién en la cuantificacion de muestras reales, para poder
garantizar la efectividad operativa, tanto los patrones de calibracion como las
muestras (0 sus extractos finales) han de presentar una matriz lo mas coincidente
posible y también han de haber sido sometidos al mismo tipo de tratamiento de
atomizacion y/o manipulacion. Dadas las numerosas variantes posibles, en el
presente procedimiento no se contempla el aspecto relativo al tratamiento de las
muestras y materiales de referencia, circunscribiéndose al caso de la calibracion
por andlisis directo de patrones.

5.2.5. Comprobar la disponibilidad de la lampara del elemento
correspondiente.

5.2.6. Comprobar la disponibilidad y vigencia de los materiales de
referencia apropiados, cuyas caracteristicas de trazabilidad (origen,
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concentracién, incertidumbre, caducidad,...) deben estar bien
determinadas y reflejadas en los correspondientes certificados (los cuales
han de ser accesibles al operador). También debe disponerse de reactivos
y agua exentos de los eventuales elementos susceptibles de interferir con
la calibracion a efectuar.

5.2.7. Comprobar la disponibilidad de todo el material volumétrico
necesario para preparar las diluciones de los patrones a utilizar en la
calibracién (recomendandose para ello el uso de material volumétrico de
Clase A) y, ademas, debe disponerse de la seguridad que dicho material
presenta el suficiente grado de limpieza (por ejemplo lavado previamente
con una disolucion de acido nitrico 0,1 mol/L) para evitar posibles
interferencias espurias que pudieran desvirtuar la calibracion.

5.2.8. Comprobar en los indicadores de presion de las botellas de los
gases correspondientes (combustible, oxidante o purga) que existen
suficientes reservas de cada uno de los que deban utilizarse con el equipo
para llevar a cabo la presente calibracion y analisis de la posterior
secuencia de muestras.

5.2.9. Comprobar que se hallan efectivamente instalados y conectados
correctamente los dispositivos de tratamiento de muestras y de
atomizacion (por ejemplo la presencia del mechero de Illama
correspondiente, el generador de hidruros...) que sean necesarios para la
determinacion del elemento objeto de estudio en las condiciones prefijadas
en el apartado 5.2.4. y que figuran en el manual de instrucciones (0 uso)
del equipo, sus partes y/o accesorios u otro documento donde figuren
especificaciones u otra informacién de interés.

NOTA

En caso concreto de trabajo mediante atomizacién por llama, comprobar
especificamente que el mechero instalado corresponde al tipo de llama
apropiado (aire—acetilénica u 6xido nitroso-acetilénica).

NOTA

En caso de trabajo mediante atomizacion electrotérmica, para realizar la
calibracién, se recomienda comprobar visualmente la ausencia de
envejecimiento (o deterioro) del tubo de grafito.
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Una vez realizadas las comprobaciones indicadas anteriormente se
procedera a la puesta en marcha el equipo

NOTA

En el presente apartado se describen las operaciones como si fueran a
realizarse de modo manual pero debe considerarse que en los modernos
Espectrofotdmetros de Absorcion Atémica varias (0 todas) de las
operaciones que se describen a continuacién pueden realizarse
automaticamente mediante la ejecucién de rutinas del programa de gestion
y control del equipo. Téngase en cuenta también que, en muchos de los
equipos actuales, se realizan automaticamente una serie de
comprobaciones iniciales sobre las prestaciones de los distintos
componentes significativos y, en caso de resultar insuficientes, a veces no
es posible continuar con la secuencia analitica hasta la resolucion del
problema causante de la anomalia operativa detectada. Ademas, en
algunos casos, los programas correspondientes disponen de utilidades que
verifican la optimizacion de las distintas condiciones de trabajo.

NOTA MUY IMPORTANTE

El analista debera conocer perfectamente todos los factores de riesgo
asociados tanto al uso del equipo como a la manipulacién de gases,
reactivos, patrones y muestras y comprobar que se aplican todas las
medidas de seguridad e higiene pertinentes.

5.2.10. Conectar a la red el equipo, sus partes y/o accesorios y dejar
transcurrir unos 15-30 minutos para permitir un calentamiento homogéneo
de las partes electrénicas.

5.2.11. Conectar la aspiracibn del extractor de aire ambiente
(normalmente estara instalado en conexién con una campana).

5.2.12. Seleccionar la lampara del elemento correspondiente, ubicarla en
la posicion de trabajo y comprobar, siguiendo las instrucciones del
fabricante, su correcto alineamiento fisico.

NOTA
En los equipos mas modernos esta operacion se realiza de forma
automatica.
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5.2.13. Seleccionar la intensidad media de corriente de la lampara tal
como se describe en el manual de instrucciones (o0 uso) del equipo u otro
documento donde figuren especificaciones o informacién de interés.

5.2.14. Ajustar las presiones apropiadas en los manorreductores de las
botellas de gases (y, si ha lugar, en los puestos de gases intermedios)

5.2.15. Ajustar (o programar) los caudales de los gases a las condiciones
de trabajo adecuadas al elemento objeto de la calibraciéon, teniendo en
cuenta las caracteristicas especificas de la fuente de atomizacion tal como
se describe en el manual de instrucciones (0 uso) del equipo.

5.2.16. Encender la llama, si se trabaja en dicho modo de atomizacion tal
como se describe en el manual de instrucciones (o uso) del equipo.

5.2.17. Seleccionar la anchura de rendija adecuada tal como se describe
en el manual de instrucciones (0 uso) del equipo u otro documento donde
figure dicha especificacion.

5.2.18. Seleccionar la longitud de onda correspondiente tal como se
describe en el manual de instrucciones (o uso) del equipo, tal como se
describe en el manual de instrucciones (0 uso) del equipo u otro
documento donde figure dicha especificacion.

5.2.19. Ajustar la ganancia tal que el indicador esté situado en la parte
central de la escala de medida de dicha magnitud, tal como se describe en
el manual de instrucciones (o uso) del equipo.

5.2.20. Tal como se describe en el manual de instrucciones (o uso) del
equipo, efectuar un ajuste fino de la longitud de onda para obtener la
maxima indicacién del dispositivo de medicién de la energia, tendiendo en
cuenta que, si se sobrepasa el limite superior del intervalo admisible de
trabajo, debera graduarse convenientemente la ganancia.

5.2.21. Tal como se describe en el manual de instrucciones (o uso) del
equipo, verificar el correcto alineamiento Optico de la lampara,
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disminuyendo el nivel de la ganancia, si fuera preciso, hasta situarlo en la
zona Optima de trabajo.

5.3. Determinacidon experimental de la curva de calibracién

5.3.1. Seleccionar el modo en que deba efectuarse la medicion de la
sefial por parte del equipo (bien sea por alturas o por integracién de
areas). Fijar también el valor apropiado del tiempo de medida de dicha
sefial.

5.3.2. Seleccionar una opcion de presentacion de los datos de las
respuestas del equipo que corresponda a (o incluya) la informacion sobre
los valores de las absorbancias medidas.

5.3.3. En caso de trabajo con Espectrofotometros de Absorcién Atémica
con Camara de Grafito, programar los parametros de las distintas etapas
del ciclo analitico, ademas de otras condiciones operativas especificas.

NOTA

En este paso deberd seleccionarse también el orden de los patrones,
blancos y de las muestras, se escogera si se efectuaran repeticiones, la
eventual adiciébn automatica de modificadores de matriz, la intercalacién
de patrones de control de calidad y/o blancos entre la secuencia de
muestras de ensayo, la activacién del dispositivo de correccion de
fondo...

5.3.4. Para comprobar el buen funcionamiento del equipo y la limpieza
de sus partes se analizara un patrén del blanco, constituido por una
alicuota del mismo disolvente que el resto de los patrones de calibracién
conteniendo, ademads, los mismos reactivos que presentaran las
muestras (0 sus extractos) y los patrones de calibracién. Posteriormente,
segun se describe en 5.3.7, se efectuard la correspondiente correccién
del cero.

NOTA
En los equipos mas modernos se memoriza la sefial relativa al ensayo del
blanco y dicha correccion se efectlia automaticamente.
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5.3.5. Comprobar el correcto funcionamiento tanto de la aspiracién como
del drenaje (en caso de trabajo con atomizacién por llama) o bien de la
correcta introduccion de la muestra en el tubo de grafito (cuando se
emplee la opcion de atomizacién electrotérmica).

NOTA

Téngase en cuenta que deberdn extremarse las precauciones de
limpieza de la camara de atomizacién, bien sea manteniendo
constantemente la aspiracién durante los lapsos entre las lecturas de los
distintos patrones de calibracion (para el caso de atomizacién por llama)
o, con el fin de eliminar el efecto memoria en caso de atomizacion
electrotérmica, realizando andlisis periédicos de blancos intercalados
entre la secuencia de dichos patrones.

5.3.6. Para verificar el correcto funcionamiento del equipo se analizara
un patrén cuya concentracion sea intermedia respecto el intervalo de
calibracion del elemento en estudio y cuya absorbancia, en las
condiciones de trabajo 6ptimas, sea conocida (a menudo dicho valor esta
indicado en las instrucciones del equipo o bien el operador lo conocera
por propia experiencia). En caso de no obtenerse la absorbancia prevista,
procédase al reajuste de la posicidn del mechero y, eventualmente, a una
nueva comprobacion y/o ajuste de la energia y de la ganancia.

NOTA

En los manuales de los equipos de Espectrofotometria de Absorcion
Atémica suele incluirse informacidn precisa sobre la realizacién de la
verificacion comentada mas arriba. Cabe sefialar que a menudo dicha
operacion se realiza en base a la denominada concentracién
caracteristica (0 masa caracteristica) que corresponde a la concentracién
(0 masa) del analito que proporciona una absorbancia determinada
(generalmente se fija dicho valor en 0,004 4 u.a.).

5.3.7. Analizar un nuevo blanco y ajustar el cero.

5.3.8. A continuacién, sin variar ya las condiciones experimentales
prefijadas en las etapas previas, se determina la funcion de respuesta del
equipo para el elemento dado. Asi, se analizard el primer patron de
calibracién, obteniéndose la absorbancia (hasta lectura estable en caso
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de emplearse atomizacién por llama), cuyo dato se almacenara en el
correspondiente sistema de registro. Téngase en cuenta que la lectura
del patron a veces se realiza de forma multiple. Al respecto debera
disponerse de un registto de los pares experimentales
absorbancia/concentracion y posteriormente, de forma automatica (en los
equipos que estan dotados de un sistema de gestion de datos) o bien
mediante la realizacién de dicho céalculo aparte, se determinaran los
promedios correspondientes.

NOTA

Es recomendable efectuar una lectura multiple de la absorbancia de cada
patrén (por ejemplo x3) y determinar el promedio de las absorbancias
medidas.

5.3.9. La operacion descrita en el punto anterior ira repitiéndose con el
resto de los patrones (como minimo 3, siendo mas aconsejable de 5 a 7)
del elemento objeto de la calibracién, abarcando todo el rango
correspondiente a dicho elemento.

5.3.10.Una vez realizadas las mediciones experimentales, se
determinaran, mediante un método de ajuste estadistico tal como se
describe posteriormente, los parametros de la curva de calibracién
incluyendo los intervalos de confianza de la misma (véase al respecto los
distintos epigrafes del apartado 5.5 del presente procedimiento donde se
exponen los detalles especificos de dicho ajuste).

5.3.11.Dado que durante las operaciones de preparacién y puesta en
marcha se realizan distintos ajustes (descritos en los apartados
anteriores), la calibraciébn para cada elemento debera realizarse
previamente a cada sesion de analisis y, ademas, siempre que se realice
algun ajuste suplementario o cuando los resultados del programa de
control de calidad analitica (normalmente planteado en base a la
intercalacion entre muestras de blancos, duplicados y/o muestras de
control) lo requiera.
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5.4. Tomade datos

En relacion a los procesos de calibracion de equipos, para garantizar la
trazabilidad de las medidas realizadas con los mismos, resulta necesario
registrar y evaluar las actividades llevadas a cabo, ademas de los
resultados obtenidos. Para ello es conveniente disponer de formatos de
registro (de tipo manual o en base informatizada) donde, como minimo, se
registraran los siguientes datos:

> Elemento objeto de la calibracién.
Absorbancias y/o concentraciones.

Célculos concernientes al ajuste de la recta de calibracion.

YV VvV V¥V

Célculos concernientes a la incertidumbre asociada a la
calibracion.

Validacién de la calibracion.
Fecha.

Hora.

YV V VYV V

Analista.

Ademas es conveniente registrar cualquier otro dato secundario (incluidas
las condiciones ambientales) o circunstancial que permita asegurar la
trazabilidad de todo el proceso

5.5. Tratamiento de datos: determinacién y estipulacion de la curva
de calibracion

La calibracion de un equipo de Espectrofotometria de Absorcion Atémica
para un elemento determinado, en unas condiciones experimentales
dadas, constituye un ejemplo tipico de calibracion indirecta, por la cual la
sefial proporcionada por el equipo (absorbancia) tiene una naturaleza
distinta a la concerniente al elemento en el patrén (concentracion). Por
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tanto, el objeto de la calibracidon consistira en la determinacién de la
funcion magnitud del patron/respuesta del equipo. Cabe sefialar, por otra
parte, que la aplicabilidad de la ley de Beer-Lambert para la presente
técnica analitica, indica que la relacibn expresada por la funcion
absorbancia/concentracion sera lineal, no obstante, hay que tener en
cuenta que, dadas las influencias de distintos factores (tanto
instrumentales como operativos), la distribucién mas representativa de los
pares absorbancia/concentracién obtenidos en el proceso de calibracion
deberd determinarse mediante ajustes estadisticos mas o menos
convencionales.

Dado que la funcién de calibracién (que relaciona las absorbancias
medidas por el equipo de Espectrofotometria de Absorcion Atdmica
con las concentraciones del analito en los distintos patrones de
calibracién) puede expresarse como una curva de la cual el tramo
gue incluye el intervalo de menores concentraciones por encima del
limite de cuantificacion suele ser de tipo rectilineo y puesto que la
calibracién puede realizarse contemplando solamente el tramo de
linealidad estricta (tramo recto representativo de una recta de
regresién de absorbancias respecto concentraciones) o en un rango
mas amplio (ajuste curvilineo por una regresion de tipo polinémico,
cuyos grados generalmente estaran comprendidos entre 2 y 4), en el
presente apartado se consideraran y se comparardn ambas
situaciones, teniendo en cuenta que, para simplificar, se considerara
gue las varianzas resultan ser constantes a lo largo de la curva de
calibracién correspondiente.

NOTA

Cabe sefialar que el planteamiento que se presenta a continuacion esta
basado en el ajuste y tratamiento de la funcion de calibracion mediante
métodos de regresion. Dada la anterior premisa, en sentido estricto deberia
verificarse que, por una parte, las absorbancias medidas en el
Espectrofotémetro de Absorcion Atémica son directamente proporcionales a
la concentracion de los patrones de calibracion (a lo largo del rango
considerado) y, por otra, que las incertidumbres concernientes a las
concentraciones del elemento en dichos patrones son significativamente
menores que el error cometido en la medicion de las variables dependientes
(absorbancias) y en consecuencia despreciables frente a éstas. Por tanto, la
metodologia que se expone a continuacion (que resulta ser la mas utilizada)
supone meramente una aproximacion a la situacion real.
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5.5.1. Estimacién de los parametros de la recta de calibracién
Introduccion
Sea la recta de regresion calculada por la expresion:

y =a + bx Q)
Donde:

X: concentraciones de los patrones de calibracion empleados.
y: lecturas de absorbancias (corregidas para el blanco).

a: ordenada en el origen de la recta de calibracion.

b: pendiente de la recta de calibracion.

La estimacion de a y b se obtiene en base a forzar que sea minima la
suma de los cuadrados de las desviaciones (yi — y'i) entre los valores
experimentales yi y las ordenadas correspondientes y'i de la recta de
regresién calculada. Si p es el nUmero de magnitudes de referencia
(patrones de concentracion distinta) y ni el nimero de resultados
(absorbancias medidas por el equipo) para una determinada
magnitud i (i=1,2,...,p), dichos resultados se designan por Yyia
(x=1,2,...,ni). Por lo tanto, el nudmero total de pares
concentracién/absorbancia (x;y;,) sera:

N = Z:ni 2
La pendiente b sera de la forma:

W11

b ®3)

Donde los residuales W1y y W11 , respectivamente, son:

(Znixi)(ZZyia)
leZZZ(Xi—Y)(yia—7)=sziyia_ N| o )

Procedimiento QU-0012. Edicién digital 1 Pagina 30 de 48



,@ .  MINISTERIO DE %
Z/@lT  INDUSTRIA, TURISMO Y

ﬂlﬁ?%? COMERCIO

alllez

CENTRO ESPANOL
DE METROLOGIA,

2
W11=Zni(Xi—)7)2=Z n#?‘% (5)

NOTA

Aunque en el presente desarrollo tedrico del tratamiento del ajuste de
regresién de la funcién de calibracién se considera el caso general de
que las mediciones de cada patron pueden ser mudltiples, éstas
expresiones (y las siguientes), obviamente, se simplifican
notablemente cuando ni =1.

Las medias aritméticas de xi e yio se calculan, respectivamente, a
partir de:

__ T

N (6)
_ Zzyia
y :T (7)

Y, por otra parte, la ordenada en el origen de la recta de calibracion
se calcula a partir de la aplicacion de la siguiente expresion:

a:V—bi:%[ZZyia—bzmxi} (8)

La estimacién de la varianza de los residuos (también denominada
varianza residual) puede realizarse en base al cuadrado de la
desviacion tipica:

2 Q
=2 9
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Donde N es el nimero total de mediciones realizadas en el
transcurso de la calibracion, mientras Q expresa la dispersion de los
puntos experimentales alrededor de la recta de regresion calculada.
Dicho parametro, a nivel practico, se determina mediante la siguiente
expresion:

2

!Wl )
Q:Wyy_b2W11:Wyy_ ! (10)

Wi

Siendo, por otra parte, el residual Wyy:

2 5w
Wyy=Zi:§(yia—>7) =Zi:§Yi2a_laT (11)

En este punto cabe considerar que la pendiente de la recta de
regresion presenta una varianza igual a:

2
2 O
oh=—" (12)
Wy

Cabe considerar que ov’, en ausencia de datos proporcionados por la
experiencia a largo plazo, sera reemplazable en la formula anterior
por el valor calculado del cuadrado de la desviacion tipica sb2 (segun
9). Asi, el valor de la varianza de la pendiente de la recta de
calibracién podra calcularse por:

2 2

s _ s
2
W11 Zni(xi—i) (1)

st =
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Por otra parte, la varianza de la ordenada en el origen a de la recta 'y
la covarianza de a y b (pendiente), respectivamente, seran:

2 2,22 2 21 X? 14

ca=0oytX“op=0 H+W_11 (14)
X o2

Cov(a,b)=-x252 = - (15)
W11

5.5.2. Determinacién de los intervalos de confianza de la recta de
calibracion

En el caso en que la varianza sea constante respecto el dominio de
las abscisas (concentraciones).

NOTA. Téngase en cuenta que la premisa de que la varianza sera
constante (respecto al dominio de abscisas) a lo largo de la recta de
calibracién. En sentido estricto, dejard de cumplirse normalmente
para niveles de concentracion préximos al limite de cuantificacion y
para niveles proximos al extremo superior del rango lineal. Por lo
tanto, deberan extremarse las precauciones para la definicion de un
rango lineal util de trabajo.

NOTA Cabe tener en cuenta que distintos programas de estadistica y
hojas de célculo de uso comun permiten el calculo de los distintos
pardmetros significativos y los intervalos de confianza de la recta de
regresion. Es importante sefialar que el operador debera estar
familiarizado con el uso de dichos programas y establecer alguna
estrategia para la validacion de las hojas de calculo
correspondientes. A continuacion se expone el método, paso a paso,
para la determinacién de dichos intervalos.

A partir de la aplicacion de distintas formulas del apartado 5.5.1 se
determinan, con N-2 grados de libertad, los siguientes parametros:

X, b, Yni(x;-x) ytambién s2
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El intervalo de confianza del resultado de una medida experimental
de la absorbancia, m0 (que en este caso se considera constante) que
corresponde a una concentracién x0, calculada mediante la recta de
regresién, dependera de la estimacién de stot que se calcula a partir
de la expresioén:

Stor = lox) (16)

b no N Zn.(x.—x)

Donde n0 es el nimero de ensayos que han proporcionado la medida
(absorbancia en el presente caso) y el resto de pardmetros se ha
definido anteriormente en el apartado 5.5.1.

La expresion del intervalo de confianza de la medida con un nivel de
confianza (1- o) es de la forma:

XOitl—% Stot 7
Donde:

Xo: valor de x calculado a partir de la recta de calibracién.
t. se obtiene de la tabla del test de Student, para un nivel de
confianza del 95 %, con N-2 grados de libertad.

6. CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE ASOCIADA A LA CALIBRACION
Hay que tener en cuenta que las fuentes principales de incertidumbre que
se presentan en la calibracion de un equipo de Espectrofotometria de

Absorcion Atémica son:

» Variaciones aleatorias de las medidas experimentales concernientes
tanto a los patrones como a las muestras.

» Errores aleatorios en la asignacion de la concentracion de los patrones
empleados en la obtencién de la curva de calibracion.

Procedimiento QU-0012. Edicién digital 1 Pagina 34 de 48



v@ .  MINISTERIO DE %
Z/@lT  INDUSTRIA, TURISMO Y

S"-lﬁ?%? COMERCIO

alllez

CENTRO ESPANOL
DE METROLOGIA,

> Errores sistematicos asignables tanto a la concentracién de los
patrones como a las medidas experimentales.

» Desviaciones apreciables de la linealidad correspondiente.

En relacién a los cuatro factores enumerados, debe destacar que el que
posee mayor significacion es el primero de ellos. Asi, la determinacion de
la incertidumbre asociada al calculo de las concentraciones mediante
interpolacién sobre la curva de calibracién (ajustada segin una recta de
regresion), considerando como principal factor de contribucién la
variabilidad aleatoria de las medidas experimentales, se efectia tal como
se describe a continuacion.

Sea la recta de calibracion:
y=ax+b

Sobre la base de lo expuesto en el parrafo anterior, la varianza S, puede
estimarse mediante la siguiente expresion:

Sx=—>% (18)

donde b es la pendiente de la recta de regresién (que se calcular a partir
de las férmulas 3-5 de 5.5.1) y S? es la varianza de los valores de y
respecto a la recta de regresion que puede calcularse segun:

2
-zl o

-ésima

Representando y; — y el residual de la i medida efectuada en el
desarrollo de la calibracion

Ui, due corresponde a la contribucion de la calibracion a la

incertidumbre global del proceso analitico, puede calcularse (segin las
referencias 5y 7) por aplicacion de la siguiente expresion:
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U )=—1|—+—+ (20)
(Co) b p n W11
donde:
s = Véase la formula 21 (expuesta a continuacion).
b= Pendiente de la recta de calibracion.
p= n°de medidas de la muestra cuya concentracién ha sido Co.
n= n°de medidas realizadas para la calibracion.

Co = valor de concentracién determinado en la muestra.
Cc =

Valor promedio de la concentracion de los patrones empleados en
la calibracion.

i= Indicativo del n° de patron de calibracion.

j= Indicativo del n° de medidas para la realizacion de la curva de
calibracion.

Wy, = Residual (calculado segun la formula 5 de 5.5.1).

> [ai—(a-be) )

j=1
S= 21
— (21)

donde:
A= j*™ medida de la absorbancia del i*™ patrén de calibracién
a = Ordenada en el origen (calculada segun la formula 6 de 5.5.1)

NOTA
Hay que tener en cuenta que la expresion anterior coincide con la expuesta en la
férmula 16 del apartado 5.5.2

Otra forma de abordar el céalculo de U(co) consiste en considerar que los

resultados se obtienen por interpolacion sobre la recta de calibracion
y = bx + a, cuyos parametros se han calculado segun las expresiones de
5.5.1. De la ecuacién de la recta se despeja la variable x, quedando:
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(22)

u(c,) Puede determinarse a partir de la siguiente expresion general:

2
X o, [ &) 5, [ X
E Uy+ 5 Ua+ E

uC=

o

quedando la expresion de calculo de u():

2

up

Sb
Up =W—
n
S
Ua:W_a
n

(23)

(24)

donde:

(25)

(26)

(27)

(28)
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obteniéndose los factores multiplicativos w (que figuran en las expresiones
anteriores) a partir de la Tabla siguiente:

N° de mediciones w

2 7.0
2.3
1.7
14
1.3
1.3
1.2
1.2
10 (0 méas) 1

Tabla |. Valores de w (factor multiplicador)
en funcién del nimero de lecturas realizadas

O|o | N[O | bW

NOTA

Hasta aqui se han excluido las contribuciones derivadas de la dilucién de patrones
madre para obtener las disoluciones con las que se efectla la calibracion, derivas
de respuesta del equipo (téngase en cuenta que se ha indicado el requisito de una
calibracién por sesién analitica) y otras contribuciones menores.

Para el calculo de la incertidumbre combinada en relaciéon a un ensayo
gue culmina con la determinacidon de un elemento en un extracto de una
muestra mediante Espectrofotometria de Absorcion Atomica, deberan
tenerse en cuenta distintos componentes como:

» Incertidumbres asociadas al muestreo y pretratamiento de muestras
(incluyendo el acondicionamiento, la homogeneizacion y el
submuestreo correspondiente,).

» Incertidumbre asociada al tratamiento de muestras (incluyendo
extraccion, digestion, diluciones,...).
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NOTA Debe tenerse en cuenta que la metodologia para determinar dichas
incertidumbres, cuyo calculo se aparta del objeto del presente procedimiento,
debera detallarse en otros procedimientos “ad-hoc”.

A partir de las incertidumbres individuales cuya contribucion sea
significativa en cada caso se calculard la incertidumbre estandar del
resultado. Asi, si r es el resultado final de un elemento dado (sobre la
muestra), determinado a partir del andlisis mediante Espectrofotometria de
Absorcion Atomica de un extracto proveniente de la muestra (cuya
concentraciéon ¢, se ha obtenido a partir de la interpolacion en la
correspondiente calibracion), dicha incertidumbre uy puede calcularse

combinando, segun los procedimientos habituales, la incertidumbre U(co)

con las de los factores asociables a las operaciones realizadas sobre la
muestra (y sus fracciones, o fraciones, o subfracciones) que contribuyan
significativamente a la incertidumbre del resultado final.

Para abordar la combinacion de U(e,) (calculada segln 20, 21 o 24) con

otras contribuciones (de tipo B) que eventualmente pudieran ser
significativas se procedera a calcular u,:

(29)

q

donde el término zuf representa la contribucion de las incertidumbres
=1

de tipo B (tales como las de los patrones, operaciones del tratamiento de

muestras...).

La incertidumbre expandida U, del resultado correspondiente se calculara
multiplicando la incertidumbre calculada ug (segin la expresion 29,
expuesta anteriormente) por un factor k de cobertura (por ejemplo k=2,
para un nivel de confianza del 95 %).
El resultado final se presentara como:

r + U(r) (unidades)

para un factor de cobertura k=2 (o con un nivel de confianza del 95 %).
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8. ANEXOS

Se describe en un anexo el “ajuste por regresion polinémica”.

ANEXO: Ajuste por regresion polinémica
Introduccion

Este anexo trata sobre la estrategia de tratamiento de los datos
experimentales de calibracién y abarca el caso del ajuste mediante la recta
de regresion, discutido anteriormente. Téngase en cuenta que, a menudo,
las funciones de calibracion en Espectrofotometria de Absorcion Atémica
presentan un tramo correspondiente al intervalo de concentraciones desde
el limite de cuantificacion hasta el limite de respuesta lineal que puede
ajustarse por una recta, mientras que, a partir de dicho limite, la funcion de
calibracion se ajusta por una curva. Otra estrategia alternativa, utilizada muy
frecuentemente, se deriva de la posibilidad de realizar un ajuste global
mediante una Unica curva polinémica (de grado 2, 3, 4...), tal como se
describe a continuacion. Por Ultimo, y ya fuera del objetivo del presente
documento, también cabe indicar la posibilidad de subdividir la curva de
calibraciébn en tramos ajustables por distintas funciones polinémicas
(usualmente, a efectos practicos, con grados comprendidos entre 1y 3)

En relacion al ajuste de una curva de calibracion mediante una ecuacion
polinémica, en primer lugar se plantea la ecuacion correspondiente:

y=a+bx+ox +dx + ... (30)
Donde b, c, d son los coeficientes de regresion de la curva calculada.

Debe considerarse que la ordenada en el origen a de la curva se obtiene a
partir de los datos c, d,..., de tal modo que:

a=% Zzyia_bzniXi _Cznixiz---:|=1(’)\'_;/|:ZZZia_kaniti_Ckznitiz--- (31)
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Cabe tener en cuenta que, como se aprecia en las anteriores expresiones,
se ha efectuado un cambio de variables tal que z;,=10%;, vy t =10 Py,

Los correspondientes coeficientes de regresion de los ajustes polindmicos
se calculan a partir de aproximaciones sucesivas. Asi, se calcula en primer
lugar la pendiente b; y la suma de los cuadrados de los residuos (Q;)
concernientes a una relacién teéricamente lineal de primer grado (recta),
después se considera el ajuste mediante un polinomio de segundo grado,
determinandose los coeficientes b, y ¢, (términos de primer y segundo
grado de la ecuacién de dicho tipo ajuste) y ademas la suma de los
cuadrados de los residuales Q,, verificandose un test de Snedecor-Fisher
para comprobar la significacion del ajuste correspondiente a la ecuacién de
segundo grado. En caso que el del test realizado para la ecuacion de
segundo grado sea positivo se repite la operacion para ajustes polinébmicos
sucesivos de grado 3y 4.

NOTA
Al final de la exposicién del tratamiento que sigue a continuacion sobre el ajuste de la
funcién de calibracién mediante una ecuacién de segundo grado se presenta el
criterio de seleccion de la ecuacion que proporciona un ajuste Optimo de dicha
funcioén.

A continuacion se expone, a titulo de ejemplo, la metodologia para la
determinacion de los coeficientes de regresion para el caso de un ajuste con
una curva de regresion de segundo grado:

y=a+bx+cx’ (32)

Se procedera, como se ha indicado anteriormente, por aproximaciones
sucesivas. Si b; es la pendiente de la tedrica recta de regresion (obtenida
Ccomo primera aproximacion) cuya ecuacion puede escribirse como:

Z:a1+blt (33)

Habiéndose efectuado un cambio de variables como el comentado
anteriormente (z, =10%;, y t =10Px) se calculan, respectivamente, los
residuales y parametros siguientes mediante la aplicaciéon de las
expresiones:
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Wll:Zi:ni(xi_i)2=Znix?—%(ZniXi)2 (34)
W11 = Z ni (ti—t_)2 =10%’w 11 (35)
ij:Zztijzia_%(znitij\](zzziaJ (36)

-] \2
WijZnitizl—W(Z nit,J) (37)

Una vez calculados wi1, Wip, Waz, Wiy, Wy Y Wyy, & partir de la aplicacion de
las formulas anteriores, se determina la pendiente b; y Q;, siendo:

Wjj’:Znitiﬂj,_%(znitisznitij') (38)

Q.= Wyy — ban (39)
by = 2. (40)
Wi1

Si se considera ahora el caso del ajuste de la funcion de calibracion
mediante la ecuacion de 2° grado del tipo:

Z=ay+hyt +cot? (41)

Se calcula, a partir de la siguiente formula, el coeficiente de regresiéon para
b, ,el término de primer grado de dicha ecuacion:

C2W12
W11

bo=b1— (42)

A continuacion se calcula el determinante D, mediante:
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D2=W11W22—sz (43)

También se calculan c, (término de grado 2 en la expresién de la curva de
regresion), Q.', Qo y w:

_ W1iW2y ~W12Wiy

c2 (44)
D2
2
, ¢€5D
Q,p=—2-2 (45)
W11
Q2=Q:-Q" (46)
Vo = N-3 (47)
Determinandose la varianza s,” como sigue:
s3=% (48)

V2

En este punto puede plantearse la realizacién de un test de verificacion
de la correccidn del ajuste efectuado mediante el polinomio de 2° grado.
Para ello se calcula la funcion discriminante de dicho test, F:

Fo= 32 (49)
S2

Para poder decidir si se acepta el ajuste de la curva de calibracion con el
polinomio de grado 2, se compara el valor de F, calculado por aplicacion
de la formula anterior con el valor de Fg9(1;1») de la Tabla de Snedecor-
Fisher. Si el valor de F, supera al del limite de confianza del test,
entonces se infiere significacion del mismo y se acepta el
correspondiente ajuste polinémico de grado 2 realizado.

A continuacién, revertiendo el cambio de variables introducido
anteriormente, se determinan los coeficientes de la curva de regresion
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inicial. Asi, a se calcula mediante la formula anterior 8.2, mientras los
coeficientes b y ¢ se obtienen a partir de las siguientes expresiones:

b = 10'87}/b2 (50)
Cc= 102,5*7(:2 (51)

Por otra parte, también puede caracterizarse la incertidumbre en un punto
de la curva de calibracion. Asi, la incertidumbre de las medidas de la
calibracion proyectan sobre b, y ¢, varianzas estimables segun:

2
2 W22 S2
Sb, =~ (52)
D2
Wllsg
2= (53)
D2
La covarianza de dichos errores se determina por:
Wi2s5
Cov(b,.c,)=——2 (54)

D2

La misma estrategia puede seguirse para el caso de ajustes de regresiones
polinémicas de grado superior aunque normalmente, para evitar calculos
muy complicados, no suelen aplicarse mas que hasta el caso de polinomios
de grado 4.

NOTA

Para estipular el tipo de ajuste mas representativo de una funcién de calibraciéon se
escogera aquel que tenga mayor grado entre los que proporcionen resultados con
significacion estadistica en base al test de Snedecor-Fisher.

También puede determinarse la incertidumbre en un punto de una curva de
calibraciéon estipulada a partir de una regresién polindmica de grado 2,
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expresada a través de una estimacion de la varianza. Dicho célculo podra
realizarse a partir de:

2 k
S
SIZO:Wk+28]2312+2228j8j‘3jj' (55)
= T
Slio = 10_275'50 (56)

Con N-k-1 grados de libertad

Para el caso del polinomio de grado 2 se determinan los siguientes
parametros estadisticos:

0= 10‘3‘ (Xo - )_() (57)

2
Ni Xi
5, =107 x& - ZT (58)

y la varianza:

1 L Wae 5% +W115% -2W128102

s'f,o =10"%s3
D2

(59)

Intervalos de confianza de la curva de regresién (en el caso en que la
varianza sea constante)

A continuacion, a titulo de ejemplo, se expondra el procedimiento para la
determinacion del intervalo de confianza (supuesto éste constante) de
una curva de calibracién ajustada a una ecuacién de grado 3.

Sea la curva ajustada por la expresion:

y =f(t)=a+bt+ct?+d¢® (60)
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(Habiéndose ya realizado el cambio de variable correspondiente entre ty
x [donde t =10?x))

Téngase en cuenta que previamente se habran determinado,
respectivamente, s, B » Yy v(n°® de grados de libertad) y suponiendo que
se han realizado n, mediciones que han proporcionado una lectura
promedio de Y.

Se calcula ty (para y,) a partir interpolacion sobre la curva de calibracién y a
continuacién se determina también s',,” mediante la aplicacién de la
expresion (56).

A continuacion se calcula la desviacion tipica sy mediante:

1 S2 2
Stot =3 —+g’ (61)
o (to) no °

Para un nivel de probabilidad del 95 %, el intervalo de confianza (supuesto
constante) de la concentracién (en términos de t) se estimara a partir de:

to £ to,975 Stot (62)

Restituyendo el cambio de variable de t a x, teniendo en cuenta la relacién
entre t y x (que es funcibn de p), se obtendrd el valor real de la
concentraciéon medida, asi como el intervalo de confianza correspondiente.

NOTA

Para el célculo de la incertidumbre asociada a la determinacién analitica
correspondiente podran aplicarse criterios homadlogos a los expuestos en el apartado
6 anterior.
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