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CONSIDERACIONES
TEORICO-PRACTICAS ACERCA
DE LOS LIMITES DE DETECCION
EN ESPECTROFOTOMETRIA

DE ABSORCION

I.Q. TOMAS BENSE, ISABEL DOL *

1. Generalidades

Junto a los criterios de exactitud, precision y sensibilidad, el
de “limite de deteccién” desempeiia un rol de fundamental
importancia en la caracterizacién de un método analitico. Sobre
este concepto se ha escrito mucho en la literatura especializada,
existiendo considerable confusiéon en la terminologia empleada
asi como en los procedimientos de cdlculo adoptados para ex-
presarlo cuantitativamente.

Siguiendo los criterios més aceptables [3, 4, 6, 7, 8, 9, 10]
definiremos el limite de deteccién de una sustancia segiun un
dado procedimiento analitico completo, como la menor concen-
tracién (o cantidad) de dicha sustancia que puede ser cualitati-
vamente detectada con un nivel de confianza especificado. Con-
viene destacar varios aspectos de esta definicién.

En primer lugar, se hace referencia a un procedimiento
analftico completo [4]. Obedece esto al hecho de que, a lo largo
de las diversas operaciones que componen dicho procedimiento,
y que pueden culminar por ejemplo en una medida instrumen-
tal, actian diferentes factores que introducen perturbaciones
aleatorias determinantes de cierta dispersion de los valores ob-
tenidos cuando se efectian réplicas de un dado analisis. Estos
factores son muy variados, pudiendo ser de naturaleza operato-
ria, instrumental, etc. Parece razonable englobar estas perturba-
ciones bajo la designacién general de “ruido analitico” [4]. No
debe olvidarse que todo experimento que se disefie con la
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finalidad de evaluar el limite de deteccién de un método anali-
tico debe ser realista, en el sentido de permitir la intervencion
de tales factores aleatorios en condiciones similares a las dadas
en la prictica usual de dicho método analitico. Téngase en
cuenta, por ejemplo, que el limite de detecction puede depen-
der de la composicién de las soluciones de las muestras y el
blanco: la presencia de interferencias puede hacer que se ob-
tenga limites de deteccién muy diferentes cuando se trabaja con
soluciones puras del analito que cuando se aplica el método a
problemas reales. Por otra parte, esta dependencia del limite de
deteccion con las condiciones experimentales debe ser manejada
con prudencia. En efecto, no debe incurrirse en el error de
aceptar un limite de deteccién accidental impuesto por la inca-
pacidad de un instrumento para detectar fluctuaciones de la
sefial analitica.

Volviendo a la definicion de limite de detecciéon senalemos
que hace referencia a la minima concentracion o cantidad de
sustancia “cualitativamente” detectable. Esto es comprensible
pues a los niveles de concentracién proximos al limite de
deteccién la desviacién standard relativa (coeficiente de varia-
cion) de una senal analitica, absorbancia por ejemplo, suele ser
mayor de 0.25, y pretender mejorar su precision constituye uia
contradiccion al concepto mismo de limite de deteccion.

Por ultimo, la definicién de limite de deteccion, al referirse a
un “nivel de confianza especificado™ destaca el caricter estadis-
tico de este concepto, lo cual se comprende dada la naturaleza
aleatoria de las perturbaciones que enmarcan la senal analitica a
medida que la concentracion del analito se aproxima al limite
de deteccién.

2. Limite de deteccién y sensibilidad

El valor numérico del limite de deteccion es, como lo sena-
liramos al principio, un valioso criterio para caracterizar un
método analitico y compararlo con otros métodos. Cuanto menor
es el valor de dicho limite mas eficiente es el método en
cuestion para detectar la presencia del analito. En tal sentido
debe evitarse el error, bastante frecuente incluso en textos de
quimica analitica, de considerar sinonimos “limite de deteccién”
¥y “sensibilidad”. Nos referiremos brevemente a este ultimo
concepto.

En todo método analitico instrumental vamos a tener una
sefial analitica S que estara relacionada con la concentracion ¢

i
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(0 la masa) de la sustancia investigada a través de cierta funcion
matematica de manera que, en general, podremos escribir:

= { (¢) (1)

La representacion grifica de S en funcién’,de ¢ constituye la
curva de calibracion™ o “curva de trabajo” vy usualn’lente se
determina experimentalmente mediante soluciones p{atron.En-el
caso particular de la espectrofotometria de absorcion, la senal
analitica es la absorbancia A y, si se cumple la ley de Bou-
guer-Beer, la forma de la (1) es la de una recta con ordenada en
el origen nula.

A partir de la (1) podremos definir la “sensibilidad de calibra-
cion”, m [6, 10, 11].

ds

gy [m— (2)
de &

v la “sensibilidad analitica™Y,
m

e = (3)
s

donde s es la desviacién standard en las med_idas de S Ev1der}1—
temente, la sensibilidad analitica aporta mais 1nf01'ma(;1or.1 que la
sensibilidad de calibracién, ya que depende de la pendiente fle
la curva de calibracién y de la precision del método. Ademas,
debe senalarse que las unidades en que se expresa m dependlen
de las unidades de la medida instrumental, mlejr,ltras que a-s
de Y serin siempre conc. (0 masa-l). Puedfe tambleg demostrall-—
se [11] que la sensibilidad analitica es independiente de la
escala de medida utilizada.

3. Objeto de este trabajo .
El presente trabajo no pretende ser una re}vi;ién de 10s d;f@—
rentes criterios propuestos para evaluar el 111}11’[6 de detecc}(?li
de un método analitico: en las citas bib‘liogrﬁ'i{cas que dnmo_sdd
final se puede encontrar abundante inform.amon en tal Se-n]tll. do.
En nuestro caso simplemente hemos seleccmn%ld(? y _dc?sano’ ado
los criterios que creemos mas adecuados y précticos, ilustrando-.
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los con ejemplos de célculo a partir de medidas experimentales
efectuadas en nuestro laboratorio, concretindonos al caso de la
espectrofotometria de absorcién.

En particular discutimos dos procedimientos: el primero se
basa en medidas en blanco contra blanco recurriendo luego a la
curva de calibracién, mientras el segundo aprovecha la informa-
ci6én aportada por la curva de calibracién y su corredor de
confianza. Segin las circunstancias, los resultados de ambos
métodos pueden ser equivalentes o diferir, siendo el segundo
de ellos el mds confiable y general, aunque exija mayor volu-
men de cdlculos.

4. Calculo de limites de deteccion a partir de medidas de
blanco contra blance v de la curva de calibracién

El “ruido analitico™ asaciado a todo procedimiento espectrofo-
tométrico determina cierta dispersion de los valores obtenidos
cuando se mide repetidamente la absorbancia de una dada
solucién contra un blanco. Incluso cuando la concentracién del
analito es nula esta variacién persiste, y una repeticién de
medidas de absorbancia de un blanco contra otro conducird a un
conjunto de valores que en general diferirdn entre si. Es usual
adoptar la media A de las N medidas realizadas como el mejor
estimador de la verdadera media, i, de la poblacién de la cual
se -extrajo la muestra de N medidas.

En el caso de las medidas de un blanco contra otro, si el
procedimiento analitico estd bien disefiado y las condiciones
operativas son correctas, la media verdadera serd Vo= o, y las
medias experimentales A, obtenidas de muestras de N medidas
se distribuirdn en torno a dicha media. Supondremos que tal
distribucién es normal. Esta suposicién es a veces admitida sin
reparos [l, 3] y otras veces cuestionada en sus aplicaciones a los
resultados en quimica analitica [2, 5]. Por otra parte, de acuerdo
al Teorema del Limite Central [15] cualquiera que sea la forma
de la distribucién de frecuencias de la poblacion original, la
distribucién de las medias de muestras aleatorias de tamafio N
tiende a hacerse normal al crecer N. En consecuencia, nuestra
suposicion de normalidad seri tanto menos objetable cuanto
mayor sea el niimero de medidas realizadas.

La varianza g2 de la poblacién la desconocemos, pero su
estimador s2 podra obtenerse a partir de una investigacién expe-
rimental previa. Los grados de libertad de s2 dependerin del
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mimero n de medidas a partir de las cuales se estimé. En el caso
de que s2 se evaltie con los mismos datos experimentales con
que se obtiene A, , evidentemente resultard n= N. En proble-
mas asociados al establecimiento de Iimites de deteccién se
consideran en general concentraciones relativamente débiles del
analito, siendo también bajas las correspondientes absorbancias.
Bajo tales condiciones es usual considerar aproximadamente
constante la varianza de las medidas de absorbancia realizadas
sobre blancos (c= ©) y sobre soluciones del analito préximas al
limite de deteccion [1, 3] lo cual tiene una aceptable confirma-
cién experimental.

Puesto que aun en ausencia del analito la media muestral de
absorbancias, A, puede ser un nimero diferente de cero, serd
conveniente establecer un valor critico de absorbancia, llamé-
moslo Ag, [, tal que para todo valor A <AoL podamos afirmar,
con razonable probabilidad de no equivocarnos, que A pertene-
ce a la poblacién de media Uo= o. En términos estadisticos,
dada una muestra de media &, extraida de una poblacién de
media desconocida p, formularemos la hipétesis de que
H= Vy(=0). Para contrastar la verdad o falsedad de esta hipotesis
recurriremos a una prueba estadistica que consistird en determi-
nar qué valores de algin estadistico (“regién critica”) nos harin
rechazar la hipétesis y cudles aceptarla.

Puesto gque en nuestro caso no se conoced, el méds adecuado
serd el estadistico “t” de Student:

A
Pt B oy L \/L_\T (4)
5"'\/1\_] s

AO_UO

Ag= 8 — (5)

La distribucién de t se asemeja mucho a la normal, y para
valores muy grandes de n, caso en que resulta s=g, la distribu-
cion muestral de t serd casi idéntica a la del estadistico
z= (Ag —M)VN/7, es decir a la distribucién normal.

Debemos fijar ahora un valor critico para t tal que el corres-
pondiente valor de A, de la (5) sea el valor Ay 1, que buscamos.
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La fig. 1 representa la distribucion muestral de A,. La probabili-
dad de que la variable tome valores comprendidos entre dos
puntos cualesquiera de la abscisa es el drea bajo la curva
comprendida entre dichos puntos.

f(Ao)

Hp=0 A A

FiG: 1

La naturaleza fisica del problema que estamos considerando
nos hard rechazar la hipétesis incial sélo si el valor de A estd
muy alejado de la media en una sola direccidn, la de los valores
mayores de cero: serd pues una prueba estadistica unilateral o-
de “una cola”. Podriamos por ejemplo tomar como valor
critico Ay q, un valor de A, tal que el drea o bajo la curva por
encima de este valor, darea que representa la probabilidad de
rechazar la hipétesis cuando es verdadera (error de tipo I) sea
razonablemente pequena, por ejemplo, 0 = 0.05. Esta probabili-
dad es el nivel de significacion de la prueba. El correspondien-
te valor de t, que simbolizaremos por tq,(n — 1), donde (n — 1)
hace referencia a los grados de libertad de s2, se obtendrd de
las tablas de percentiles de la distribucién t. Téngase en cuenta
que si se utiliza una tabla de dos colas deberad tomarse el valor
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de t correspondiente a un nivel de significacion de 2oy (n — 1)
grados de libertad. Podemos calcular ahora Ag 1

AO:L: ta,(n — 1) (6)

S
N

Si el valor A obtenido para una solucién desconocida resulta
mayor que Ag [, descartaremos la hipdtesis de que U= U, (= O).

El valor Agl, se halla asociado a través de una curva de
calibracion A = ¢ (¢) a cierta concentracion del analito. Podria
pensarse que dicha concentracién es el limite de deteccion
buscado: éste constituye un error bastante frecuente. Es fdcil
comprender las razones por las cuales Ag [, no es la absorbancia
a partir de la cual puede hallarse dicho limite.

En efecto, Ag I, determina cierto limite critico por encima del
cual la probabilidad de cometer un error tipo I, es decir,
rechazar la hipotesis cuando es verdadera, se hace menor que
cierto valor prefijado. En tal sentido Ay 1, o la concentracion
correspondiente, pueden ser llamados “‘limite de deci-
sion” [2, 4, 5].

Sin embargo, no debemos olvidar que simultineamente existe
la posibilidad de cometer otro tipo de error: aceptar la hipétesis
cuando es falsa (error de tipo II), es decir declarar ausente al
analito cuando realmente estd presente.

Supongamos por ejemplo que la absorbancia A de una solu-
cién problema pertenece a una poblacion de media U> Ug. En la
fig. 2 se representan las distribuciones muestrales correspon-
dientes a las poblaciones de media 1o y H. Notese que si
adoptamos el limite critico Ag], el riesgo que corremos de
aceptar la hipdtesis M= Ug cuando es falsa, y que viene dada
por el dreaB, puede ser considerable. Del concepto mismo de
limite de deteccion se desprende que éste debe corresponder a
un valor pp tal que el riesgo sea pequeno, no superando un
valor prefijado que puede ser, por ejemplo, del mismo orden
que 0 . La situacién descrita se representa en la fig. 3 para el
caso 0. = B . Es evidente que

b

(n — 1)
AN

D= gl + 4 (7
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s

S
= t s e L s T
up Oy (1 1)__\/N B8 4(n 1) _\/N

¢, sig=p , - B

(8)

5
D= 2ty n - 1) —— (9)
VN ,,

a concentracién correspondiente allp, es decir, el valor del
limite de deteccién, se obtendrd a partir de la curva de calibra- A
cién. Si la ecuaciéon de dicha curva es de la forma A= kc la
concentracén correspondiente al limite de deteccién resultard

up 2 s e
G == ¢ B | s Ho = u
Qb = 1) (10) o)
k k ~N o

|

Ademis el limite de deteccién es importante, desde el punto FIG. 2
de vista del andlisis cuantitativo, el llamado “limite de determi-
nacion” [2, 5] que es aquella concentracién por encima de la
cual la determinacién cuantitativa comienza a ser razonablemen-
te precisa. Podemos adoptar, por ejemplo, aquel nivel de con-
centracion para el cual la desviacion standard de las medidas de
absorbancia es una fraccién pequena del valor verdadero (ua)
eligiéndose usualmente el valor 0.1 para dicha fraccién.

Tendremos pues:

SN
=< 0.1

Ha ,

La correspondiente concentracion , ¢y, serd el limite de de-
terminacién, y suponiendo el caso en que A= ke,

|

) ua lOS
ca= — = (12)
k kVN
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5. Calculo del limite. de deteccion a partir de la curva de
calibracion y su corredor de confianza

Nuestra discusién se limitard a aquellos sistemas espectrofo-
tométricos que cumplen la ley de Bouguer-Beer. En consecuen-
cia la curva de regresion de la absorbancia A sobre la concen-
tracién ¢ se ajustara al modelo lineal con ordenada en el origen
nula [12, 13]. Por supuesto, en cada caso deberi investigarse la
significacién de cualquier eventual valor que para dicha orde-
nada arroje el cilculo de regresion. El método a seguir para esta
investigacion podrd consultarse en la literatura especializada [14, 17].

En nuestros desarrollos aceptaremos las suposiciones usuales en
el anilisis de 'regresion acerca de la relacion entre las dos
variables involucradas [15, 16].

La informacién experimental a partir de la cual se calcula la
ecuacion para la linea de regresién se resume en el Cuadro L
Como puede apreciarse en éste, se trabaja con m niveles de
concentraciéon cuya absorbancia se determina a través de nj ré-
plicas para cada nivel i.

CUADRO 1
Niveles de - - Valores de la propiedad
Concentracién medida Promedios
(e A A A1j ™ A,
Cs Ay Ay o A, j s Ay, A,
Ci A11 Alz Aij Aml An
Cm An'n Amz Amj g Amnm Am

Para un dado nivel de concentracién, la media de los corres-
pondientes valores de absorbancia, estimada mediante la ecua-
cién de la linea de regresién, la simbolizaremos mediante A y
vendra dada por

A = ke (13)

Mediante la informacién del Cuadro I podrin estimarse tam-
bién las varianzas de reproductibilidad, s de regresion, s}
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m n; m
S O3 M- Y Ak
Siep: i= 1 j= 1 = ik (14)
- m
E njy —m
i= I
- :
& : Z i A =) (15)
m-—1
i=1

En el caso de que ambas varianzas no difieran significativa-
mente, podran combinarse en la siguiente expresion para esti-
mar la varianza general S

: (16)

Cabe senalar que para el modelo lineal con ordenada en el
origen, el denominador de la (15), que corresponde a los grados
de libertad, seri (m — 2). Asimismo en la (16) aparecerd (m — 2)
como factor de §§ vy _n; — 2 como denominador.

Una de las aplicaciones mds importantes del andlisis de re-
gresién es la prediccion del valor individual de la variable
independiente. En nuestro caso concreto, se trataria de predecir
el valor de A de la absorbancia para un nuevo valor ¢ de la
concentracién. Los limites de confianza para dicha absorbancia
vienen dados, para un nivel de significacién o, por la siguiente
expresion [17]: ;

SAS A A+tg oA (17)
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siendo

m it
Tk
SA= SAc E iy E et (18)
i

i

y siendo f= 3 n; — 1 los grados de libertad de ..

i
Cuando las varianzas s2, ) y § difieren significativamente (re-
2

sultando por supuesto > s}.) se deberd tomar s} .=

En la fig. 4 se representa la linea de regresién de A sobre ¢ y
su corredor de confianza para un nuevo valor de c¢. Dicho
corredor pude ser calculado mediante las ecuaciones (17) y (18)
para diferentes valores de ¢, fijado o . En espectrofotometria
analitica la aplicacién mds usual de la linea de regresion (curva
de calibracion) es el pronéstico de la concentracion partiendo de
la medida experimental de la absorbancia.

Asi, si en una solucién problema se obtiene un valor A de la
absorbancia determinada siguiendo la misma técnica analitica
que para los patrones mediante los cuales se preparé la curva
de calibracién, ésta permitird obtener la prediccién de cx y sus
limites de confianza inferior y superior (cipf y csup en la fig. 4).

Es corriente que la nueva determinacién no consista de una
sola medida de absorbancia sino del promedio de N réplicas. En
tal caso, el valor de s vendri dado por la ec. (19):

m 1 @2
“Ee Y iy a) ®
x 1
i i

con la cual se podri estimar el correspondiente corredor de
confianza y representarlo graficamente tal como se hizo en la
fig. 4 para N= 1. En esta nueva representacion nos interesa
particularmente, desde el punto de vista de la estimacién de
limites de deteccién, el valor de la absorbancia para el cual la
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A

i o

FIG. 4

rama superior del corredor de confianza intercepta el eje de
ordenadas. Este valor los hemos designado A, en la grifica de
la fig."5, en la que también hemos representado distribuciones
muestrales. El valor de A, es andlogo al limite de decisién A, L a
que nos referimos en la sec. 3, y por consideraciones similares a
las efectuadas en dicha oportunidad se comprende que Cpy serd
el correspondiente limite de deteccién.

6. Ejemplo de aplicacién

Como ejemplo de aplicacién de los conceptos y métodos de
cilculo descritos se realizé el estudio espectrofotométrico de
soluciones de sulfato de cobre. Se utilizaron dos modelos de
espectrofotémetros, Beckman B y Beckman DU, y los limites de
deteccién se calcularon por los métodos de las medidas de
blanco contra blanco y del corredor de confianza.
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Los resultados de las experiencias se tabulan en el Cuadro II. g 5 HE = e B
3] £ 85 B o i85 =
@ o 0= T« B o=
£ =l o wes E
g S ig EE| & g 3
7. Discusion de los resultados ) 5 2 Ef Sg| 2 e
0y = O ~ . o
3| 8 | 4% $% 3% 8% ¢
A través de los resultados resumidos en el Cuadro II puede -g 2 £ £ ;ﬂ £ 5
apreciarse como las condiciones experimentales, en este caso el 73] = = = = 2 =
empleo de dos diferentes modelos de espectrofotémetros, de-
terminan limites de deteccién diferentes.
Ademds, tal como era de preverse, los resultados obtenidos
por los dos métodos ensayados se aproximan entre si al aproxi-
| .
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marse los valores de 5 5. ¥ 2._ Evidentemente, el método del
corredor de confianza es de aplicabilidad mis general, y condu-
ce a resultados mas acordes con la realidad. Esto obedece al
hecho de que tiene en cuenta la varianza respecto a la regresién
que, en general, suele ser mayor que la varianza de reproducti-
bilidad. Sélo en el caso de que ambas varianzas sean similares
parece aconsejable aceptar el método de las medidas de blanco
contra blanco, pese a la ventaja del menor volumen de calculos
exigido por éste.
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