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VALIDACION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE NUMERO DE
ONDA POR FT-IR EN PELICULAS DE POLIESTIRENO
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Resumen: Se utilizé la Guia EURACHEM “The Fitness for Purpose of Analytical Methods™, para realizar la
validacion del método empleado en la determinacion del numero de onda de peliculas de poliestireno. Las
peliculas de poliestireno son patrones utilizados en la calibracién de la escala de nimero de onda de
espectrometros infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR), también son usados para el control de
calidad en las determinaciones por FT-IR.

La guia sefiala que tiene como fin principal la validacion de métodos analiticos, sin embargo, con este
ejercicio se observé que puede ser aplicada para mensurandos con una naturaleza diferente a la analitica.
Algunos pardmetros quedaron fuera de la validacion debido a la propia naturaleza del mensurando, tales son
los casos de recuperacion, limites de deteccién, de cuantificacion y lineal. Por el contrario, los parametros
evaluados son sustantivos para la mejora continua, los cuales fueron: confirmacién de la identidad, exactitud,
precision (como repetibilidad y reproducibilidad), incertidumbre y pruebas de robustez. El intervalo de trabajo
se definié practicamente al mismo tiempo que el mensurando (mensurando: niumero de onda, intervalo
mediano IR: de 400 a 4000 cm™).

1. INTRODUCCION = posicién espectral (ntimero de onda) cm’™

v
K = constante de fuerzas (N/m)
4 = masa reducida del par de atomos (kg)

¢ = velocidad de la luz en el vacio (m/s)

Las peliculas de poliestireno son utilizadas como
patrones de mediciébn para la calibracion y/o
verificacion de la escala de numero de onda de

espectrometros infrarrojos. El fundamento para la La intencién principal de la Guia EURACHEM es

calibracién se basa en la confirmacion de la posicion
espectral de las bandas debidas a la absorcion
caracteristica de los enlaces de la molécula del
poliestireno?.

La posicion espectral de las bandas de absorcion
tipicas del poliestireno en el mediano IR, se
encuentran en la regién de 540 a 3083 cm™. El
mensurando es el nimero de onda (Vv ), el cual se
define como el nimero de ondas por unidad de

longitud o el inverso de la longitud de onda (1)°. En
las ecuaciones (1) y (2) se presenta esta relacion®.

y=1 (1)
2

Considerando el modelo de un oscilador arménico
simple se tiene la siguiente ecuacion:

— 1 |«
v=—"|= 2)
27C \| i

Donde:

proporcionar apoyo a los laboratorios sobre la
evaluacion de meétodos de prueba con el fin de
demostrar que éstos son adecuados a su propdésito.
Los parametros que deben evaluarse segun el
documento mencionado son:

Confirmacion de la identidad,
Selectividad/especificidad,
Limite de deteccion,

Limite de cuantificacion,
Intervalos de trabajo y lineal,
Recuperacion,

Exactitud/ veracidad,
Precision de repetibilidad,
Precision de reproducibilidad,
Robustez.

En este trabajo se pretende dejar un método util con
parametros totalmente establecidos y que sean la
plataforma para el proceso de calibraciéon de
peliculas de poliestireno. Ademas de evaluar el
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grado de aplicacion de la metodologia propuesta por
EURACHEM para la validacién de métodos.

2. DISENO EXPERIMENTAL

Se disefiaron los experimentos bajo los principios
sefialados en la la Guia EURACHEM “The Fitness
for Purpose of Analytical Methods, conjuntamente,
con el uso de herramientas estadisticas’ para
evaluar los siguientes parametros: confirmacion de
la identidad, intervalo de trabajo, veracidad,
precision, incertidumbre y robustez. ElI Material de
Referencia Certificado SRM 1921 (patron de
medicion) de NIST se empled para obtener los
datos de cada uno de los experimentos, en algunas
ocasiones el SRM 1921 se us6 como muestra
desconocida (confirmacion de la identidad,
veracidad e incertidumbre) y en otros ejercicios sera
una muestra de control (reproducibilidad entre
analistas).

Todos los experimentos fueron realizados con un
espectrometro de infrarrojo con transformada de
Fourier marca Nicolet modelo Magna 750.

Las condiciones ambientales se encontraron dentro
de los siguientes intervalos T = 22 £ 2 °C, %H = 45
+ 10%. La camara principal se mantuvo con una
atmosfera controlada de gas N, (grado
cromatografico).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Confirmacion de la identidad

Para evaluar este parametro se tomaron los valores
certificados de las 13 bandas de absorcién del
patron como referencias, las cuales cubren la region
espectral de 545 a 3082 cm™. Posteriormente el
patrén se midi6 como una muestra desconocida y
se compararon los resultados de los valores
obtenidos por dos algoritmos que calculan los
minimos de transmitancia de las bandas (COG y
OMNIC) contra los valores certificados. De esta
manera se compard la posicion de cada banda con
las del patron. En la tabla 1, se reportan estos
valores. La columna U, es el valor de la
incertidumbre para cada banda de referencia.

3.2 Intervalo de trabajo

El disefio de los FT-IR permite seleccionar tres
componentes principales y que nos dan el intervalo
en el cual van a trabajar: fuente de emisién, divisor
de haz y detector. Teoricamente®, una fuente de
emisién que corresponde a un cuerpo negro con
una temperatura de filamento de 2500 K cubre
pré?ticamente la region del infrarrojo de 7500 a 400
cm.

Tabla 1. Comparacion de los valores obtenidos con
los valores certificados para cada banda de
absorcion.

Veertificado U Veos Vowmnic
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
545.48 12.29 540.04 539.76
842.08 1.22 842.03 842.26
906.82 0.49 906.71 906.72
1028.35 0.27 1028.50 1028.22
1069.20 0.46 1069.29 1069.41
1154.64 0.54 1154.57 1154.58
1583.13 0.06 1583.06 1583.05
1601.35 0.07 1601.33 1601.29
2850.13 1.84 2849.59 2849.44
3001.40 0.12 3001.23 3001.18
3026.42 0.61 3025.96 3025.67
3060.03 0.14 3059.96 3059.93
3082.19 0.12 3082.18 3082.18

El intervalo de trabajo se confirmé al evaluar que el
instrumento es capaz de realizar mediciones
confiables dentro del intervalo de 540 a 3082 cm™, a
través de la medicion del patrén y se compard con
las lineas reportadas por IUPAC’ dentro de este
intervalo junto con las del certificado y se determiné
que el intervalo de trabajo es apropiado para el
propdsito que se pretendio.

3.3 Exactitud

En el certificado del patron se declara un criterio
para determinar si existe sesgo2. El criterio sefiala
que si Ay(diferencia absoluta)>A.(incertidumbre
asociada a la diferencia absoluta), entonces la
diferencia es mayor que la que puede ser explicada
por una oportunidad o chance y la escala de numero
de onda del instrumento debera ser corregida al
SRM1921. Sin embargo, si la situacion es contraria,
la escala del espectrometro es exacta y no es
necesaria ninguna correccion. La ecuacion (4), nos
sefala la forma de estimar A, y la ecuacion (5) para
calcular A,. En la columna “criterio” de la tabla 2
aparecera un 1 si el criterio no se cumple;

A= (tn_1,0.95)(%J +U @

A=X-v, ®
X = media del laboratorio

V. = valor certificado.

s = desviacion estandar de la muestra
n = nimero de mediciones.
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U = incertidumbre de la banda.

t = valor critico de la t para una distribucion t de
student de dos colas con n-1 grados de libertad para
un 95% de intervalo de confianza

El material de referencia fue analizado tres veces al
dia durante tres dias, por lo que n = 9, y se
utilizaron los valores certificados para realizar y
probar las hipétesis, y calculos® correspondientes.
Si existe alguna banda que no cumpla con el criterio
declarado en el certificado, el mismo certificado
sefiala como forma de correccion, realizar un ajuste
por el método de minimos cuadrados.

Tabla 2. Resultados de prueba de exactitud para
cada pico de absorcion mediante la pruebat. t =
2.306

X s Vc U
(cm'1) (em™) (cm'1) (em™)
539.7 |0.037| 545.48 [12.29|5.79 [ 12.32
842.1 [0.017| 842.08 | 1.22 | 0.04 | 1.23
906.7 [0.005| 906.82 | 0.49 [ 0.08 | 0.49
1028.5 | 0.0021028.35| 0.27 | 0.17 | 0.27
1069.3 | 0.008 | 1069.2 | 0.46 | 0.09 | 0.47
1154.7 | 0.005]|1154.64 | 0.54 | 0.05| 0.54
1583.2 | 0.013|1583.13 | 0.06 | 0.08 | 0.07
1601.3 | 0.005|1601.35| 0.07 | 0.02 | 0.07
2849.6 |0.011|2850.13| 1.84 | 0.53 | 1.85
3001.4 [0.032| 30014 | 0.12 |0.03| 0.14
3026.0 | 0.005|3026.42 | 0.61 |{0.47 | 0.61
3060.0 | 0.005|3060.03 | 0.14 | 0.03| 0.14
3082.1 [ 0.004 |3082.19| 0.12 | 0.06 | 0.12

AV Ac | criterio

oOo|lOo|0O|0O|O|O|~|O|O|O|O|O| O

De la tabla 2 se observa que la banda de 1583.21
cm™, no cumple con el criterio sefialado en el
certificado, por lo que, se realizd el ajuste con el
método de minimos cuadrados correspondiente. En
la figura 1, se observa la curva obtenida con el valor
corregido para la banda 1583.2 cm”

Podemos concluir que no se observa un sesgo
significativo en la mayoria de las bandas, excepto
para la banda de 1583.13 cm™, donde se encontré
una variacion que no se puede explicar, pero que se
corrigi6 de acuerdo con lo declarado en el
certificado, como se observa en la figura 2.

Tabla 3. Valor corregido para la banda que no
cumple con el criterio
Valor corregido
(em™)
1583.04

No. Banda | Valor obtenido (cm™)

7 1583.21

3000.00

Figura 1. Correccién del valor (banda 7) que no
cumple con el criterio de aceptacion.

3.4 Precision

La precision se evalud en funcién de la repetibilidad
y la reproducibilidad.

La evaluacién de la repetibilidad consistié en probar
si existe diferencia significativa entre un grupo de
mediciones realizadas inmediatamente después a
otro grupo de mediciones, tratando de despreciar el
efecto del tiempo y se asume que son condiciones
idénticas de medicion.

La repetibilidad se probd a través del uso de la
prueba F. La hipotesis que se prueba es Ho: s; = s,.
Si Feae > Fait, se rechaza Ho. En tabla 4, se
observan los resultados obtenidos para la
evaluacion de la repetibilidad.

De la tabla 4, se puede observar que al 95% de
confianza las bandas identificadas como 2, 7, 8 y
11, no son repetibles.

La reproducibilidad tuvo como condiciones de
medicién las siguientes: que un grupo de
mediciones se realizaron por dos analistas en
tiempos diferentes.

Tabla 4. Valores para la repetibilidad de cada pico
de absorcion mediante la prueba F.

No. de Ho
Banda de S S,? F calc | Ferit=
absorcion 3.28

1 0.00399 | 0.00078| 0.19 0
2 0.00123|0.00416| 3.39 1
3 0.00004| 0.00 0.10 0
4 0.00000| 0.00 0.69 0
5 0.00043|0.00003| 0.07 0
6 0.00003|0.00006| 2.18 0
7 0.00001 | 0.00005| 3.97 1
8 0.00001 | 0.00008 | 11.48 1
9 0.00027|0.00004 | 0.17 0
10 0.00024 | 0.00007 | 0.28 0
11 0.00000 | 0.00005| 16.44 1
12 0.00006 | 0.00008 | 1.42 0
13 0.00026 | 0.00018| 0.68 0
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La reproducibilidad se probd usando también una
prueba F, con la misma hipétesis. En la tabla 5, se
reportan los valores obtenidos para este parametro.

Tabla 5. Prueba F para la reproducibilidad.

No. Banda Ho
de S? naiistar S analista 2 Fcalc | Ferit=
absorcién 3.28

1 0.0014 0.0018 1.24 0

2 0.0020 0.0003 0.16 0

3 49E-05 | 1.9E-05 | 0.39 0

4 2.E-05 6.4E-06 0.32 0

5 0.00014 | 5.9E-05 | 0.41 0

6 3.5E-05 | 8.8E-06 | 0.25 0

7 5.9E-05 2.8E-05 0.48 0

8 5.7E-05 | 2.2E-05 | 0.38 0

9 0.00019 | 8.6E-06 | 0.05 0

10 0.0003 0.00013 0.44 0

11 3.1E-05 | 1.3E-05 | 0.43 0

12 5.5E-05 3.E-05 0.56 0

13 0.00012 | 5.5E-05 | 0.45 0

La prueba de reproducibilidad (tabla 5) indicé que
no hay diferencia significativa entre los analistas.

3.6 Robustez

Las pruebas de robustez se enfocaron en los
efectos ocasionados por la resolucion y por los
algoritmos para calcular la posicion espectral. Se
realizaron experimentos a resoluciones de 0.5, 1, 4
y 8 cm™. Los algoritmos usados en esta prueba son
COG y OMNIC. Se realizaron 9 mediciones para
cada una de las resoluciones y se estimé la posicion
espectral para cada banda, con cada algoritmo. Se
usé el patron SRM 1921.
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Figura 2. La grafica superior, representa los valores
obtenidos a diferentes resoluciones con el algoritmo
COG. La figura inferior, es la grafica de los valores
obtenidos con OMNIC.

En las graficas, las mediciones que estan mas
cercanas a la linea continua son las que tiene un
menor sesgo. Las mediciones que presentaron
estas caracteristicas corresponde a las realizadas
con una resolucion de 4 cm™ y con el algoritmo
COG. Al mismo, tiempo, se realizaron ejercicios
para evaluar la precisiéon y se obtuvieron resultados
similares.

3.7 Incertidumbre

Para este parametro se describe el modelo con la
siguiente ecuacion::
-1
v=">f *f*f *f
A r&R A resol algoritmo

El esquema de la figura 3, se presentan las fuentes
de incertidumbre de nuestro proceso.
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En la tabla 6, se describen cada uno de los factores
y se resume la contribucion de cada uno de ellos en
la determinacién de la posicion de la banda
correspondiente a 545.48 cm™. El factor por la
incertidumbre del patrén esta incluido en el factor
por sesgo, lo cual, es recomendado en el propio
certificado del patron SRM 1921. Este mismo
ejercicio se realizé para todas las bandas. La figura
3, indica la contribucién de cada una de las fuentes
de incertidumbre.

El factor por r&R, es estimado con un analisis de
varianza de un factor, donde se incluye Ila
aportacion en conjunto de ambas variables.

El factor por sesgo, es estimado con el uso de la
ecuacion (4), la cual, es propuesta en el certificado
del patrén de medicion e incluye la incertidumbre
correspondiente para cada linea. Este factor es el

de mayor influencia en nuestra medicién. El
componente mayor de este factor corresponde
directamente de la incertidumbre del patron. De tal
manera que un patron de medicidn con mayor
calidad, puede disminuir nuestra incertidumbre de
forma proporcional.

El factor por resolucidon, es asumido como una
incertidumbre tipo B, asociada a una distribucion
rectangular. La resolucion empleada es de 4 cm’
! ver estudios de robustez.

El factor por algoritmo, se realizé por la diferencia
absoluta entre los valores obtenidos por los
algoritmos COG y OMNIC.

Finalmente en la figura 4, se observa la contribucién
de cada una de las fuentes de incertidumbre y en la
tabla 7, se reporta el valor obtenido con Ia
incertidumbre expandida estimada.

Sesgo

S
U,= t(n—1;0.95)$ T Unre
d

o

Vowmnic Sommc

Programa para asignar
el numero de onda

r&R
S’ry SR
> U pico de absorcién
Uge = Veos x Scos

Resolucién

Re solucién

J12

4—

Resol

Figura 3. Diagrama causa — efecto de las fuentes de incertidumbre.

Tabla 6. Valores e incertidumbre utilizados en la estimacion de la banda 545.48 cm’™

Simbolo Fuente de incertidumbre Valor u(x;) |Unidades | u(x)/x Ci Ci*u(x;)
v Numero de onda 540.04 | 12.39 cm-1 0.02 1 12.39
£ Factor de repetibilidad y
reR reproducibilidad 1 0.05 0.05 |537.74| 27.84
fa Factor por sesgo 1 12.32 - 12.32 | 540.03 | 6653.99
fresol Factor por resolucion 1 1.15 - 1.15 |540.04 | 623.58
fag Factor por algoritmo 1 0.71 - 0.71 | 534.92| 385.01
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Figura 4 Fuentes de incertidumbre involucradas en la deEerminacién del numero de onda para la banda
545.48 cm.

Tabla 7. Incertidumbre expandida

4 CONCLUSIONES

e Se probd que la metodologia desarrollada para la
validacion de métodos analiticos sefialada en la
referencia [1], puede ser muy util y aplicable
parcialmente para mensurandos distintos al fin
principal de dicha guia. Al mismo tiempo, es un
ejemplo practico de la utilidad de un Material de
Referencia Certificado en la validacién de un
proceso de medicion.

e La validacion del método permite tener un
conocimiento completo del proceso de medicion.
Ademas de hacer evaluaciones de parametros
importantes que tienen influencia en nuestras
mediciones (resolucion, repetibilidad, algoritmo) y
que deberan ser considerados con mas detalle en
los procesos de certificacion, calibracién o
caracterizacion.

e En este ejercicio se detectd que una de las
influencias mayores en los valores de la
calibraciéon de bandas caracteristicas de absorcién
es funcion de la calidad del patron empleado en la
calibracion, ya que el factor de sesgo (incluye la
incertidumbre de la banda) es el de mayor
impacto.

¢ Adicionalmente con los estudios de robustez se
tiene informacion del impacto de la resolucion y
calidad del algoritmo usado, por lo que, en breve
se desarrollaran proyectos para mejorar el
desempefo de estos parametros.

Mensurando Valor u(xi) Uk=2)
Numero de onda (cm™) 540.04 | 12.39 24.79
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