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RESUMEN

Los resultados de las mediciones analiticas llevan implicito un grado de incertidumbre, el cual
esta relacionado con los pasos llevados a cabo y los materiales y/o equipos que se utilizaron en
el método. El objetivo de este trabajo fue estimar la incertidumbre en la medicion del contenido
de furvina en el Vitrofural por espectrofotometria ultravioleta-visible, a través del enfoque
GUM. Se obtuvo el modelo matematico y se identificaron las fuentes de incertidumbre con un
diagrama causa-efecto. Se evaluaron los componentes de la incertidumbre, y se obtuvo el valor
de la incertidumbre combinada (0,06 %). Las mayores contribuciones a la incertidumbre
corresponden a la cristaleria utilizada. Se calculd la incertidumbre expandida (0,12 %) y se
determin0 el contenido de furvina en un lote de Vitrofural: el resultado final fue 30,21 +
0,12 %, k= 2.

Palabras clave: incertidumbre; Vitrofural; furvina; espectrofotometria ultravioleta-visible.
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ABSTRACT

All results of analytical measurements have a degree of uncertainty, which is related to the
steps carried out and the materials and/or equipment used in the method. The objective of this
work was to estimate the uncertainty in the measurement of the Furvina content in Vitrofural
by ultraviolet - visible spectrophotometry, through the GUM approach. The mathematical
model was obtained and the sources of uncertainty were identified with a cause-effect diagram.
Uncertainty components were evaluated and the combined uncertainty value (0,06 %) was
obtained. The greatest contributions to uncertainty correspond to glassware used. The expanded
uncertainty (0,12 %) was calculated and the Furvina content was determined in a batch of
Vitrofural: the final result was 30,21 % £ 0,12 %, k = 2.

Keywords: uncertainty; Vitrofural; furvina; ultraviolet-visible spectrophotometry.
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Introduccion

Para que el resultado de un analisis quimico esté completo, debe incluirse la incertidumbre de
la medicién del ensayo. En muchos casos, la interpretacion de un resultado puede resultar
sumamente dificil, a menos que vaya acomparfiado de su incertidumbre asociada.®

La guia para la expresion de la incertidumbre en la medicion, define la incertidumbre como
parametro asociado al resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de los valores
que pudieran ser razonablemente atribuidos al mensurando.®

Todo proceso de medida tiene como fin obtener informacion sobre el mensurando, con objeto
de evaluar su conformidad con las especificaciones, realizar comparaciones o tomar otras
decisiones. En cualquier caso, el resultado de la medida es tan importante como la calidad de
dicha medida. La calidad de una medida se cuantifica mediante la evaluacion de la
incertidumbre de dicha medida.

La evaluacion de la incertidumbre de la medicién en andlisis quimico es una actividad

fundamental, que realiza cualquier laboratorio que desee emitir resultados confiables.®
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La estimacion de la incertidumbre de la medicion, es un proceso complejo (mas no
complicado) que requiere del conocimiento detallado del metodo analitico. Asi mismo, se debe
disponer de informacion estadistica de los datos que se obtienen en forma rutinaria, por lo cual
se recomienda realizar previamente estudios de validacion de métodos, materiales y equipos.
Calcular la incertidumbre de un ensayo, ademas de ser un proceso imprescindible para mostrar
calidad metroldgica (en algunos sectores es obligatorio), sirve para identificar los puntos mas
criticos, aquellos que contribuyen en mayor cuantia a la incertidumbre del ensayo, lo que
permite tomar acciones correctivas y preventivas para obtener resultados analiticos mas
confiables.®

En el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas, se produce y comercializa nacional e internacionalmente el Vitrofural®. Se encuentra
asentado en el Registro Central de Plaguicidas (No. 013/99, Tomo 3, Folio 249, Ministerio de
la Agricultura, La Habana, Cuba) desde el afio 1999, como inhibidor de la contaminacion
microbiana de los medios de cultivos utilizados para la micropropagacion de plantas sin el
empleo de la autoclave. Este producto cuenta con una marca registrada en Cuba para su
comercializacién en las clases 1y 5, segun la Resolucion 1224/2012 de la Oficina Cubana de la
Propiedad Industrial, desde el afio 2012, y cuenta, ademas, con la Norma Cubana NC 1090:
2015 “Inhibidor de la contaminacion microbiana en medios de cultivo para la produccion de
vitroplantas —Vitrofural— Requisitos y métodos de ensayo”.®

Todos los métodos de ensayo utilizados para el control de la calidad de los lotes de Vitrofural
fueron desarrollados en el Laboratorio de Control de la Calidad del CBQ. Dentro de ellos, la
determinacion del contenido de furvina (1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno, también
conocido como G-1), ingrediente activo con accion antibacteriana y antifingica ©® en el
Vitrofural, por espectrofotometria ultravioleta—visible, fue validado en el afio 2008.®

Es necesario demostrar, que este método analitico brinda resultados fiables y, por lo tanto,
adecuados para el propdsito previsto, lo que constituye la base para la gestion del Laboratorio
de Control de la Calidad del CBQ, si quiere demostrar su competencia técnica y su capacidad
para generar resultados técnicamente validos.®

El objetivo de este trabajo es estimar la incertidumbre asociada a la medicion del contenido de

furvina en el Vitrofural, por espectrofotometria ultravioleta-visible.

Materiales y métodos
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La cristaleria y el equipamiento utilizado fueron verificados y calibrados por la Oficina
Territorial de Normalizacion (OTN). Se conto con los certificados acreditativos. Los reactivos
empleados poseian la calidad requerida, segun avalaron los certificados de calidad de los

proveedores.

Equipos
Espectrofotometro ultravioleta—visible (UV-Vis), CamSpec M501; balanza analitica, Sartorius
CP2250, clase (1), intervalo 0,01 g—220 g, resolucion 0,1 mg.

Reactivos
Alcohol etilico fino AZCUBA 96,5 %; furvina 99,87 % material de referencia (MR);
Vitrofural, lote 20-4-2.

Material de laboratorio
Matraces clase A de 10 mL y 25 mL; pipeta graduada clase A de 1 mL; cristaleria de uso

comun en el laboratorio.

Procedimiento de la técnica espectrofotométrica

Para el estudio se analiz6 un lote de Vitrofural, proveniente de la Planta de Produccion del CBQ.
El lote de Vitrofural, para la inspeccién por variables, se muestre6 siguiendo lo establecido en

la NC 92-05 @9 y se obtuvo una muestra aleatoria de tres unidades. Se pesd una masa
determinada de cada una y del MR. Cada masa tomada se llevd a un matraz de 10 mL, y luego

se enrasO con alcohol etilico fino. Con ayuda de la pipeta, se tomaron dos alicuotas de igual
volumen de cada una de las disoluciones anteriores, y se depositaron en matraces de 25 mL,
enrasandose de la misma manera. Se obtuvo la absorbancia correspondiente a cada réplica
preparada, ocho en total.®

La figura 1 muestra el procedimiento de la técnica empleada para determinar el contenido de

furvina en el Vitrofural, por espectrofotometria UV-Vis.
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Pesar MR y Vitrofural (muestras):
Mdir; Mml, Mim2 y Mm3

v

Disolver cada pesada en matracesde 10 mL

v

Tomar de cada disolucion alicuotas
iguales con pipetas de 1 mL

v

Tranderir cada alicuota a matraces de 25 mL
¥ enrasar

-

Leer cada disolucién en el
espectrofotometro

v

Obtener las absorbancias para cada lectura

Absorbancias MR: Absorbancias muestras:
Abs\MRI; AbsMR2 Absml.1; Absml2; Absm2.1;

Absm22; Absm3.1; Absm32;

Calcular Absorbancia
promedio dd MR:
AbspMR

=

Calcular contenido de Furvina en cada réplica dd Vitrofural:
%Fml1; %Fml2; %Fm21; %Fm22; %Fm3.1; %Fm3.2

v

Calcular el contenido de Furvina promedio en el lote de
Vitrofural: %FLV

Fig. 1- Procedimiento para determinar el contenido de furvina en el Vitrofural, por espectrofotometria

UV-Vis

El contenido de furvina en el Vitrofural se calcula segun la ecuacion (1).

&
% FrLy = 1 (M MR " %P}m) _ Z Absy;
6 Abspyr My

i=1

donde:

i nimero de réplicas

- % FvLv: contenido de furvina

- Absnmi: absorbancia de cada réplica

- Abspwmr: absorbancia promedio del MR

- Mmi: masa de cada réplica de Vitrofural

1)
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- Mwmr: masa del MR

- % Pwr: porcentaje de pureza del MR

Incertidumbre del resultado de la técnica
Para estimar la incertidumbre de la medicion, se siguieron las pautas establecidas por las guias
GUM [2] y EURACHEM @V y por la normativa cubana.!? Se analizaron los siguientes
aspectos:

1. Especificacion del mensurando:

El mensurando se corresponde con el modelo matematico de la ecuacién 1.

2. Identificacion de las fuentes de incertidumbre:

Se realiz6 una tormenta de ideas con expertos y se confeccioné el diagrama causa-efecto ¥
(figura 2). Los parametros de la ecuacién 1 forman las ramas principales del diagrama. Las
fuentes de incertidumbre encerradas en los circulos aparecen duplicadas, por lo que se

cuantificaran solo una vez.

%Pk Mur l Abspyr

Mediciones
Repetidas

Equipo
Pureza UV-VIS
&R Cristaleria
»  Y%FLv
analitica ]
Equipo
UV-VIS

Fig. 2- Diagrama causa-efecto para identificar las fuentes de incertidumbre

En la tabla 1 se muestran las fuentes de incertidumbre y sus componentes asociados.

19



Tabla 1- Relacion fuentes de incertidumbre-componentes de incertidumbre

Fuentes de

incertidumbres

Componentes asociados

Pureza del material
de referencia (% Pwr)

Pureza del MR, u(% Pwmg). Especificacion del proveedor

Masa del material de
referencia (Mwr)

\

Certificado de calibracion de la balanza analitica, u(BCc)
Pureza del MR, u(% Pwmg).

Masa de las muestras
de Vitrofural (Mmi)

<\

Certificado de calibracion de la balanza analitica, u(BCc)

Absorbancia
promedio del MR,
(Abspwr)

Certificado de calibracion del matraz de 10 mL, u(10 Cc)

Certificado de calibracion del matraz de 25 mL, u(25 Cc)

Certificado de calibracion de la pipeta graduada de 1 mL, u(PpCc)
Repetibilidad instrumental del espectrofotometro UV-Vis, u(UVis)
Repetibilidad de las dos lecturas de absorbancias del MR, u(RAbsugr)

Absorbancias de las
réplicas Vitrofural,
(Absmi)

NN N R RN

Certificado de calibracion del matraz de 10 mL, u(10 Cc)
Certificado de calibracion del matraz de 25 mL, u(25 Cc)
Certificado de calibracion de la pipeta graduada de 1 mL, u(PpCc)
Repetibilidad instrumental del espectrofotometro UV-Vis, u(UVis).

Se repiten y, por tanto, se tiene una cuenta solo una vez para los célculos:
v Pureza del MR, u(% PwR)

NN

Certificado de calibracion de la balanza analitica, u(BCc)
Certificado de calibracion del matraz de 10 mL, u(10Cc)
Certificado de calibracion del matraz de 25 mL, u(25Cc)
Certificado de calibracion de la pipeta graduada de 1 mL, u(PpCc)
Repetibilidad instrumental del espectrofotémetro UV-Vis, u(UVis)

3. Cuantificacion de los componentes de incertidumbre:

El calculo se realizo segun los criterios de evaluacion establecidos tipo A o tipo B.

Las incertidumbres combinadas se calcularon de dos formas:

e A través de la informacion expuesta en los certificados de calibracion: incertidumbre

expandida entre el factor de cobertura (k). Para todos los certificados de calibracion

utilizados k = 2.
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e Mediante la combinacion de los componentes de incertidumbre correspondientes. Las
incertidumbres combinadas de las variables de entrada aplicando la regla 1 (modelo
matematico que solo contiene suma y/o resta) y la incertidumbre combinada de la
medicion de furvina en el Vitrofural, uc(% Fvv), aplicando la regla 2 (modelo

matematico que contiene solo multiplicacion y/o division).

4. Célculo de la incertidumbre expandida, U(% FLv):
Se determind multiplicando uc(% FvLv) por el factor de cobertura, k (se asumio k = 2), ecuacion
(2).

U(% Fy) = k- u (% Fyy) @)

5. Expresion del resultado final, %FLv:

Se utilizo el intervalo completo de U(% FLv).

Uh Fppy £ U(% Fyp) ®)
Resultados y discusion

Evaluando en la ecuacion (1), se obtuvo el contenido de furvina en el lote de Vitrofural estudiado.

0,010-99,87
0,629

(1,602 -113,127)
)- (113,12?)] = - = 30,21 %

1
9 Fu =g

Las incertidumbres correspondientes a las variables de entrada se determinaron como sigue:

e Incertidumbre de % de pureza del MR, uc(% Pwmr). Segln las especificaciones del proveedor.

Distribucion rectangular:

. 0,0013 _
w(EPyg) = ———=7.51-107"

V3

uc(% Pyg) = Vu(EPyg)?=7.51-10"™
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e Incertidumbre de la masa del MR, uc(Mwmr). Segun certificado de calibracion de la balanza

analitica, k= 2. Distribucion normal:

U(BCc) = 0,12 mg; uc(BCc) = 6,00- 10~ mg

uc(Myg) = v uc(BCc)2=6.00-10"" g

e Incertidumbre de la absorbancia promedio del MR, uc(Abspmr). Segun suma de las

contribuciones:

uc(Abspyg) = +/[uc(Cristaleria) 2] + [uc(Equipos) ] + [uc(Mediciones)?] 4)

. Iluc(10Cc)? + uc(25Cc)? + uc(PpCec)?] + -
Uc '[_!3'1]351-"3-111] = le . [u(Uvis)2] + [ll{:R!—"JJHR}:]

U(10Cc) = 0,006 mL; uc(10Cc) = 3,00 - 1073 mL

» Matraz de 10 mL. Informacion del certificado de calibracion, k= 2. Distribucion normal:

U(25Cc) = 0,012 mL; u-(25Cc) = 6,00 -10723 mL
» Matraz de 25 mL. Informacion del certificado de calibracion, k= 2. Distribucion normal:

» Pipeta graduada de 1 mL. Informacion del certificado de calibracion, k= 2. Distribucion

U(PpCc) = 0,0014 mL;u(PpCc) = 7,00 - 10~%* mL

normal:

w(UVis) =5=4,83-107%4

» Espectrofotometro UV-Vis. Repetibilidad instrumental, > 10 mediciones de abs. Tipo A.
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» Repetibilidad de las dos lecturas de absorbancia del MR. Tipo A.

. 5 0,001414
u{_RA]JS}iR} = ? - = 1_: UU . .lﬂ_ug
Vi V2

Calculando uc(Abspwmr) segun (4):

- (3,00 - 10793)2 + (6,00 - 10-92)2 + (7,00 - 10-%4)2  --.
uc(Abspygr) = le ' (483 10-94)2 + (1,00 .- 10-09)2

- (9,00 107%) + (3,60 - 107%5) + (4,90 - 1077) + -
Uc(Abspaes) = J | (2,33 -107°7) + (1,00 - 107%)

uc(Abspygr) = /558107 = 6,84- 1072

En la figura 3 se muestra el comportamiento (contribuciones) de cada una de las incertidumbres

combinadas que aportan a la uc(Abspwmr).

0,007
0,005
0,004

0,002

Contribuciones

0,000

Incertidumbres combinadas para uc(Abspmyz)

Fig. 3- Contribucion de las incertidumbres combinadas que aportan a uc(Abspwmr)

Al calcular la incertidumbre aportada por la cristaleria no se tuvo en cuenta la variacion de la
temperatura, ya que se trabajo bajo condiciones de temperatura controlada (20 °C). Con
respecto a la contribucion de las fuentes de incertidumbre que aportan a la incertidumbre

23



combinada de la absorbancia promedio del MR (Abspwmr), en la figura 3, se puede apreciar que
las mayores contribuciones corresponden a la cristaleria, matraz de 25 mL con un 53,6 % vy
matraz de 10 mL con un 26,8 %, de ahi la importancia de trabajar siempre con cristaleria clase
A, previamente calibrada por una entidad reconocida, con el fin de contribuir a la calidad de los
resultados de este ensayo. EI material volumétrico de la clase B se encuentra dentro del doble
de los limites de error de la clase A/AS, segln la NC 1063: 2015.(4

La repetibilidad de las dos mediciones de la absorbancia del MR, la pipeta graduada de 1 mL y la
repetibilidad instrumental del espectrofotémetro UV-VIS también contribuyen, pero de manera
menos significativa, en un 8,9 %, 6,2 % y 4,3 %, respectivamente. Las repetibilidades, en ambos
casos deben siempre mantenerse por debajo del coeficiente de variacion obtenido durante la
validacion de la técnica.® La pipeta utilizada, al igual que los matraces, también debe ser clase A
y previamente calibrada por una entidad reconocida.

En la figura 4 se muestran las contribuciones de cada una de las variables de entrada a la

incertidumbre combinada final, uc (% Fv).

0.008

0.006

0,004

0,002

Contribuciones

B

uC(%PMR) uC(MMR)  uC(AbspMR)

0.000

Incertidumbres combinadas de las VR

Fig. 4- Contribucion de las incertidumbres combinadas que aportan a la incertidumbre combinada final

En la figura 4 se observa que el 89,4 % de la contribucion a la incertidumbre combinada final
del contenido de furvina en el Vitrofural, esta dado por la absorbancia promedio del MR. La
pureza del MR contribuye en un 9,8 %, y la masa del MR practicamente no contribuye con
incertidumbre (0,8 %).

Después de analizar las figuras 3y 4, se resume que las mayores contribuciones estan dadas por
la cristaleria utilizada, una vez mas se corrobora la necesidad de la correcta practica de

laboratorio, que incluye la adecuada seleccion de la cristaleria y, particularmente, la calibracion
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y/o verificacion de la misma. También es fundamental el buen uso de la cristaleria, para lo que

se requiere de analistas con elevado nivel de confiabilidad.®5 16)

Teniendo en cuenta la figura 3, aplicando las reglas de propagacion, y sustituyendo en el modelo
matematico, se obtiene uc(%FLv).

1 ucMyry”  fuc%Pur)” fucAbs :
ug(%Fuy) = z [%Fy - ||( c MR) +( c% MR) _I_(c—pb,m)
N

Mur YoPur Abspyg

1 » ) ) "
ue(%Fy) = = [3{:.21- \J' (5,65-1071) +(3,54-107°°) + (1,18 - m‘”-j]

1 2] 1 : on
llc{%Fw}=E[3ﬂ.21-\‘||1153'lﬂ o =g[{3ﬂ.2ﬂ5?}-{_l,24-lﬂ ]

3,74-107%

uc(%FLy) = 6

=624-10"% 9% =0,06 %

La incertidumbre expandida, calculada segun la ecuacion 2, es de 0,12 %, lo que representa un
valor experimental aceptable en la determinacion de furvina en el Vitrofural.

Finalmente, los resultados obtenidos para el lote 20-4-2 de Vitrofural, para k = 2 con un 95 % de
confianza, fueron:

Intervalos
% FLv+ U(o/o F|_v) % Frv- U(% FLv)
30,21 0,06 0,12 30,33 30,09

% FLv Uc(% FLv) U(% FLv)

En la figura 5 se representan los resultados obtenidos, teniendo en cuenta los limites de
especificacion de calidad establecidos para la técnica.

Limite superior de especificaciones de calidad
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31,00

=

@

P 30,33, o +U(y)
g 30,21 -4

£ X

z A %FLY
= 30,09

W

<

E x - U(y)
4

29,00

Limite inferior de especificaciones de calidad

Fig. 5- Representacion de la incertidumbre y limites de especificacion de calidad

Segun establece la EURACEM, el cumplimiento de un requisito a menudo requiere demostrar
que un mensurando esta entre unos limites concretos. La incertidumbre de medida tiene claras
implicaciones para la interpretacion de los resultados analiticos en este contexto. La
incertidumbre en el resultado analitico debe tenerse en cuenta a la hora de evaluar el
cumplimiento.®V

En el caso estudiado, el contenido de furvina en el Vitrofural cumple con los requisitos
establecidos, se encuentra entre 29,00 % y 31,00 %, y dentro de esos limites se encuentra
incluida la incertidumbre.

El contenido de furvina en el lote 20-4-2 de Vitrofural es: 30,21 % + 0,12 %, k = 2.

Conclusiones

Como resultado de este estudio se obtuvo el modelo matematico, y se identificaron las fuentes
de incertidumbre en la medicion del contenido de furvina en el Vitrofural. Con ellas se estimo
la incertidumbre estandar combinada (uc(% Frv) = 0,06 %) y la incertidumbre expandida (U(%
FLv) = 0,12 %). Se demostr6 que las fuentes de incertidumbre que méas contribuyen en este
analisis son la cristaleria empleada, lo cual corrobora la importancia de una adecuada seleccion
y utilizacion de la cristaleria, y particularmente, la calibracion y/o verificacion de la misma. Se
determino el contenido de furvina en un lote de Vitrofural, el resultado final fue 30,21 + 0,12
%, k= 2.
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