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PAG./COL./RENGLON/FIG. DONDE DICE DEBE DECIR

10 2 26 pedido podido
16 2 13 Grntved Gr~ntved
16 2 34 taroera tercera
19 2 35 porocentrum Prorocentrum
20 : 2 30 Stutc¡art Stuttc¡art

20 2 32 Prorcentrum prorocentrum

65 1 'l'n/Mn
2

t/Mn2

69 3 'l'n/Mn
2

, t/Mn2

71 5 'l'n/Mn2
. t/Mn2

109 2 1/2 9/150 - 0,06 nc¡/c¡ 9/150 -0,06 ng/m~

CONTRATAPÁ RENGLON

" 3 Axselman Akselman

" 17 conginaris lonc¡inaris

" 18 pendeidae Penaeidae
t

" 20 lahille Lahille
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Determinación experimental del límite de detec-
ción, en el análisis de metales pesados en organis-
mos marinos, por espectro foto me tría de absorción

atómica

flor ANI'ONIOPÉREz y VÍcroR J. MORENO40

SlJMMARY

The detection limit is defined as the minimum concentration of a substance
in a sample that can be distinguished from the background with a given proba-
bility, using a particular analytical method. lt is assumed that the concept of detectioIl
limit can be used satisfactorily to qualify an analytical method.

Some criteria which are necessary for intercalibration purposes are given in
this paper. An algebraic method to calculate the detection limit easily and with
minimum experimental work was developed.. A method to determine the number
of repetitions needed when the levels of the analized substance are near or under
the detection limit of the method is also shown.

" Investigadores del INIDEP.

Revista del Instituto Nacional de Investigación y Desarrollo Pesquero (INlDEP),
Mar del Plata, NQ 4: 103-113 (1984).
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1. REVISION DEL CONCEPTO

El límite de detección permite cuantificar la
mínima cantidad de sustancia susceptible de ser
determinada con un método analítico dado, en-
tendiendo como tal, a todos los pasos requeridos
a partir de la muestra hasta la expresión del re-
sultado analítico incluyendo el instrumental uti-
Jizado.

El conocimiento "a priori" del límite de de-
tección de un, método analítico es especialmente
importante en el análisis de trazas de metales
donde los niveles a ser detectados están pró-
ximos a los encontrados en un anáJisis reaJizado
en paralelo, pero sin el agregado de muestra
(blanco) .

El desarrollo de métodos analíticos con mayor
sensibilidad y especificidad ha contribuido de-
cisivamente al conocimiento actual en los dis-
tintos campos de la investigación como por
ejemplo, en la fisiología de trazas de metales.
Aquí es particularmente útil el conocimiento de
los niveles de concentración de aquellos elemen-
tos con determinadas actividades metabólicas,
así como los elementos y concentraciones cuya
presencia conduce a cambios biológicos inde-
seables o a la muerte, como en el caso de ciertos
contaminantes. La espectrofotometría de absor-
ción atómica es una de las técnicas de mayor
aplicación en este campo y el disponer del lí-
mite de detección de un método analítico en
estos casos es de gran utilidad en el diseño ex-
perimental, ya que permite la selección de me-
todología e instrumental acorde a los niveles
de concentración a determinar. Por último, una
vez seleccionado el método analítico puede es-
tablecerse el número de repeticiones necesarias
principalmente cuando las concentraciones que
se desean determinar están próximas al límite
de detección.

En la bibliografía no se observa uniformidad
ni en la definición de "límite de detección", ni
en la forma de me'dirlo.

De acuerdo a la teoría de la comunicación,
efectuar una medición involucra la observación

de una señal, parte de la cual es inde'seable y a
la cual llamamos "ruido" (Hieftje, 1972). En la
medida en que la intensidad de la señal se acerca
a la intensidad del ruido se pierde la capacidad
de detección. En consecuencia, es importante
determinar la relación señal/ruido en un sistema
para definir la calidad de una medición.

Generalmente se define como límite de de-
tección la "concentración de sustancia que ge-
nera una relación señal/ruido igual a dos." Sin
embargo, cuando se trata con concentraciones
cuya señal es cercana a la originada por un blan-
co es muy difícil determinar experimentalmente
la relación anterior.

El límite de detección se define mejor como
la cantidad o concentración más pequeña de
una sustancia, que puede ser detectada a un ni-
vel de probabilidad elegido previamente (Ga-
briels, 1970). Otros autores' obtienen el valor del
límite de detección a partir de ensayos en blan-
co, donde este límite es tomado como igualo
mayor que tres desviaciones estándar del blanco
(Report BITDC 1974). En otros casos el lí-
mite de detección se ha definido como la con-
centración que causa una absorbancia igual al
doble de la desviación estándar de la absorban-
cia de un blanco, determinada especificando la
longitud de la celda utiJizada (Hawley e Ingle,
1975). También Stux y Rothery (1971) definen
este valor como la altura de pico igual al do-
ble de la desviación estándar de la línea-base
de ruido. Finalmente Hubaux y Vos (1970),
muestran cómo pueden introducirse estimado-
res de los límites de decisión y de detección con-
siderando los límites de confianza de la curva
de calibración lineal.

En este trabajo, utilizando los estimadores
de Hubaux y Vos aplicamos un método de cálcu-
lo algebraico para determinar el límite de de-
tección en métodos analíticos en general. Se
prueba el método en distintos casos reales y se
establecen los parámetros que permitirán una
mejor comparación de métodos entre distintos
laboratorios (intercalibración).

Los resultados obtenidos sirven de base para
trabajos en curso de realización consistentes en
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ejercicios de intercalibración entre laboratorios
de distintos países entre los cuales participa el
INIDEP, (IOC/GIPME, Intercomparison Pro-
gramme for Contaminants in Biological Tissue,
organizado por la Comisión Oceanográfica In-
tergubernamental de la UNESCO) y análisis
a partidas de exportación de industrias pesque-
ras locales.

2. METODO ANALITlCO: RELACION FUNCIONAL
ENTRE LA SE~AL DE SALIDA Y LA ENTRADA

En general, se considera un método analítico
al proceso total que comienza en una entrada,
que es la fracción de muestra portadora de una
magnitud a medir, x, que será sometida a dis-
tintos tratamientos posibles como: fracciona-
miento, extracción, cristalización, etcétera, y
termina en una señal de salida, y, obtenida a
través de algún sistema de detección.

Un análisis en paralelo seguido por el mis-
mo método analítico pero en el cual se omite
la muestra, es una entrada que llamamos blanco.

A la estimación de la relación funcional entre
la señal de salida y la entrada, utilizando el
mismo método analítico y obtenida a partir de
una serie de blancos conteniendo cantidades

XIJ
HE'rOOO
/.JN/.J LIT/eO

y.

Q.

x... HE"TODO
/.JN/.JLI Tleo

~

/)
¡

~

conocidas de x (estándares), la llamamos curva
de calibraci6n.

En la {ig,ura 1 se muestra cómo el dato de
interés x, puede obtenerse si se conoce la rela-
ción funcional entre la señal de salida y la
entrada:

y=f (x) (1)

En la mayoría de los casos, la curva de cali-
bración sigue o puede fácilmente ser convertida
en un modelo lineal de la forma:

y=Uo+~x (2)

Por lo anterior, la curva de calibración será

una recta con ordenada en el origen igual a Uo y
pendiente igual a ~. La estimación de Uo depen-
derá de la señal correspondiente al blanco, yo,
y eventualmente puede ser cero.

Si bien en algunos casos reales la curva se
aparta de la linealidad, como es el caso de des-
viaciones de la ley de Beer en espectrofotometría
de absorción, los errores se minimizan tomando
pequeños intervalos de la curva de calibración
que incluyan a la concentración a determinar.
En nuestro caso, donde exploramos la zona de
trabajo cercana a los límites de detección, el
comportamiento se acerca al ideal.

.54t./OIJ ,

>'

Ya

)t'~ XiV

iC

c,vrR/JO/}, x

Figura 1: Método analítico. Relación señal-entrada.
a) Señal correspondiente a la entrada de Wl blanco.
b) Señal correspondiente a la entrada de muestra.
e) Relación funcional Señal-Entrada.
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Para a:
3. LIMITE DE DETECCION

Llamamos límit~ de detección a la concen-
tración mínima que puede ser distinguida del
blanco con una probabilidad establecida.

La medida práctica del límite de detección
de un determinado método analítico implica:

:'1.1. Obtener las señales: Yl, yz,..., Yn; co-
rrespondientes a una serie de estándares
que incluyan al blanco: Xl, Xz, . . ., Xn.

1.2. Calcular la recta de regresión a partir de
los datos obtenidos en 3.1 como mejor
estimador de la curva de calibración.

:3.3. Calcular el límite de detección al nivel
de probabilidad establecido, dando como
válidas las siguientes suposiciones:

a) Para cada X fijo, la variable aleatoria
y es normal con media: y= no+ Il x.

b) Las n pruebas con que obtenemos los
pares: (Xl, Yl); (xz, yz); ...; (Xn, yn)
son independientes.

La ecuación 2 puede ser evaluada, así como
también estimarse las respectivas varianzas (Box
y col., 1978; Mandel, 1976).

La ecuación 2 se evalúa con: y= a + bx (3)
donde: a=y- bx (4)

y: b = ~ (x-i') (y-y) / ~(X-X)2 (5)

siendo: y estimador de y, y a y b estimadores
de no y ~, respectivamente.

Las estimaciones de las respectivas varianlas
son:

52= I (Y-5)2/n-2=[ I(Y-5)Lh2¿:>-x)2 }u-2=

= [L(\ _f)Lh l!x-x) (y-n}n'2 (6)

Film la recta de -regresi6n:

Para y:

\'(5') = (l/u + (x- 'X)21¿(x - x)2)-52 (7)

\'(a)=\'(5)=( I/n+ x2i'i.¡x - X)2)-s2 (1))

Para b:

\'(b)=(l!L!x- ,)2)-s2 (9)

Los límites para l::1recta de regresiÓn con un

nivel de significación de 1 - C~cstán dados por:

y:ttcl\'(5»)12 (lO)

donde: L.i~ =-=t de Stuclent para n. 1 grados de

libertad y nivel de significación l. u..

x ~("
(\'/, ))12+t (\,(,))12 )L ~¡2 \Jo' (1'2 JL ,h

(11)

La concentración corre.'ipondicnte al límite de'

detección se obtiene a partir de (ver Fig. 2).

Reemplazando (7) Y (8) en (11) obtenemos:

x =L

2x/)Jx-X)2'-2h/t.:".2'S(lh¡ +X2/¡jx- X)2)12

l/[(x-x)L(b/tc2's)2

(12)

La ecuación 12 permite el cálculo del límite
de detección XL a partir de los datos experi-
mentales.

Ahora bien, de acuerdo a la ecuación 9, para
obtener una mayor precisión en la pendiente b
se requiere que el término ~ (x-x)2 sea grande;
esto se obtiene dispersando los Xi sobre todo el
rango experimental posible. Una vez fijado el
valor de ~ (X-X)2, la mayor precisión posible en
la intersección con la ordenada (yo), se obtiene
de acuerdo a la ecuación 8 haciendo x tan pe-
queño como sea posible.

4. RECTA DE REGRESION y LIMITE
DE CONFIANZA

El límite de detección calculable a partir de
b ecuación 12, depende de la recta de regresión
como se muestra en la figura 3. Para un nú-
mero de pruebas dado (Xi, Yi), XLdisminuye al
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(,

y

Señal

:y+b('X--x)

'XL
X

CONC (ENTRADA)
-F~.2.

Figura 2: Cálculo del límite de detecciÓn a partir de los valores experimentaks,
la recta de regresiÓn y su intervalo de confianza.

aumentar la pendiente, figuras 3 a y b y en
la medida en que el intervalo de confianza se
hace más angosto, figura 3 c y d.

y

I

y

"La " 'XL
b

~

y

x

y

l__... e 'XL
d

--
Figura 3: Dependencia del límite de detecciÓn, XL con

la recta de regresiÓn.
a y b: Dependencia de XL con la pendiente

de la recta.
c y d: Dependencia de XL con el intervalo

de confianza.

5. ELECCION DE LA SERIE DE ESTANDARES

Para compatibilizar los requerimientos enun-
ciados en el párrafo 4, es obvio que la mayor
cantidad de Xi deben de localizarse cerca de
cero con pocos valores mayores a los efectos
de obtener el valor deseado de ~ (X-X)2.

En forma tentativa se adopta el siguiente
criterio:

5.1. Número de estándares, n = 6

5.2. Concentración de estándares,

X¡= Xl =0

X2=O

X3=0

X4= 4s

X5= 7s

X6= lOs

donde: s = Desviación estándar, conocida de

experiencias anteriores o estimada a partir de
repeticiones sobre una misma muestra.



1 231,1 153 0,68

2 134,7 93 0,69

3 163,4 103 0,64

.( 142,0

I

97 0,69

5 147,0 94 0,64I

1

Estt~dar
I

ng d~ Hg
I

Señal, mV
I

Recta de regresión
y=a+bx

1
I

50 54

2
I

75 76 a = 5,66

3 100 97 b = 0,935

4 150 145

5 20{) 194 :. y = 5,66 + 0,935 X

108 .A.~ y V. J. MORENO

6. DETERMINACION DEL LIMITE DE
DETECCION EN EL ANALlSIS DE MERCURIO
POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION

ATOMICA

En el método estudiado, se tratan 150 mg de
material biológico, se someten a digestión en me-
dio sulfÚrico-nítrico, completando el ataque con
permanganato de potasio. La solución obtenida se
reduce con un exceso de sulfato estannoso ba-
rriendo con aire el mercurio atómico formado
hacia la celda del espectrofotómetro. Se sobreen-
tiende que todas las variables como: volÚmenes,
concentraciones, caudales de aire, longitud de
celda, etcétera, están especificadas.

La respuesta del instrumento (Shimadzu 640-
13) en mVolt, proporcional a la absorbancia, se
obtiene directamente del instrumento digital, to-
mando el máximo de la señal en cada caso.

6.1. Estimación de s

Frecuentemente la desviación estándar de
valores individuales es conocida de trabajos an-
teriores. Aquí la obtuvimos a partir de 5 repe-
ticiones sobre la misma muestra.

Muestra: MÚsculo de delfín.

Hesultados obtenidos: En el cuadro 1 se
muestran los resultados obtenidos al analizar 5
submuestras. En el cuadro 2 se muestran los

CUADRO 1

Análisis de 5 submuestras de músculO' de delfín.

m~~t~a
I

Peso, mg
!

s~al. m;r

1

Cone. mg Hg/kg
(Peso húmedo)

resultados de 5 estándares con los que se obtuvo
la curva de calibración (recta de regresión), uti-
lizada en el cálculo de las concentraciones.

CUADRO 2

AnáHsis de 5 estándares (Curva de calibración)

Con los resultados de concentración obteni-
dos con las submuestras se estima el valor me-

dio, x y la desviación estándar, s:

x = 0,67 mg/kg de mercurio total.

s = 0,03"
" " "

6.2. Determinación de XL

Conocida la desviación están dar s, y conside-
rando 150 mg de muestra como promedio en
cada análisis, los estándares deben contener,
siguiendo el criterio enunciado en el párrafo 5,
aproximadamente las siguientes cantidades de
mercurio:

X4 = 150 x 0,03 x 4 = 18 ng

X5= 150 x 0,03 x 7 = 31,5 ng

)(;6=«:150 x 0,03 x 10 = 45 ng

En el cuadro 3 se muestran las señales obte-
nidas con una serie de estándares con cantida-
des de mercurio aproximadas a las calculadas:



I

ENTRADA
I

SE&AL DE SALIDA

n

I

I
I I

x;. Hg, ng Y¡ Sefial, mV
1 I

I
I

1 Xl o Yl 14

2 X2 o Y2 12

3 Xa o Ya

I

10

4 X4 20 Y4 27

5 X5 3.5 Y5 34

6 X6
I

50 Y6 51

-
I

X ¡ ( ng Hg) y¡ (mV)

o ,.
o 12
o 10

20 27
35 3~
50 51

DETERMINACIÓN EXP~N1'ÁL D~f. LÍMI1'E np: DP:1'ECCIÓN 109

CUADRO 3

Señales obtenidas con una serie de estándares

Eligiendo un nivel de significación, 1 - (J.=
0,95; t a/2 = 2,571. Con los datos del cuadro 3
puede calcularse ahora el límite de detección,
XLmediante la eco 12:

XL= 9 ng de Hg, este resultado significa,
utili1:ando el presente método, que puede de-
tectarse al nivel de probabilidad establecido,

95 %, una concentración de: 91 150 = 0,06
ng/g.

En la figura 4 se muestra el cálculo gráfico

correspondiente a estos mismos datos. Los re-

sultados de cálculo para el correspondiente in-

tervalo de confianza se muestran en el cuadro 4.

y

mV

so

1,0

30

20

10

00
""10

.. L: 9 n9
X 20 30 1,0 so 'X

"g
Hg (

11
)

Figura 4: Cálculo gráfico del límite de detección.
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CUADRO 4

Intervalo de confianza para la recta de regresión.

I

- 1;.1 L!m. inf.x y ta/2 (y (:y) ) Lim. supo

-~

I
O 11,7

I

3,50 15,20 8,2.0

2 13,2 I 3,33 16,51 9,85

4 14.7
I

3,17 17,87 11,53

6 16,1 3,00 19,13 13,07

8 17,6

i

2,W 20,50 14,70

10 19,1 2,80 21,90 16,30

12 20,6
I

2,71 23,31 17,89

---

7. VARIACION DEL LIMITE DE DETECCION
CON EL NUMERO DE REPETICIONES

De la eco 12 y figura 2 vimos que el límite
de detección está dado por:

Considerando que la variancia se reduce con
el número de repeticiones, j, de acuenlo a:
V (y) =V (y)/j donde: j=Número de repeti-
ciones, el límite de detección para j repeticiones,
XL(j), estará dado por:

La eco 13 permite el cálculo del número de
repeticiones, j, requeridas para llevar al límite
de detección de XLa XL(j).

8. APLICACION A UN CASO PRACTICO

Se determina plomo en una solución acuosa
mediante espectrofotometría de absorción ató-
mica con el siguiente método analítico:

Espectrofotómetros: Shimadzu modo AA/
640/13

Longitud de onda: 217,0 nm
Llama: aire-hidrógeno; Caudal de aire: 10

11min
Caudal de hidrógeno: 15,0 l/min

Altura de quemador: 5 mm

Corrección con lámpara de deuterio. Inten-
sidad: 2

Expansión de leCtura: Por 5
Tiempo de integración de la señal: 6 se-

gundos.
Spray: 20

8.1 Determinación de la desviación estándar
del método

Muestra: Solución acuosa de 1 Itgl mI de Pb
(II). (XM= 1 Itg/ml).

Lecturas: Se lleva a cero el instrumento con
agua destilada y se realizan 4 lecturas. Los re-
sultados en mVolt se muestran en el cuadro 5.

CUADRO 5

Señales obtenidas con una
muestra de 1 Itg/ml de Pb(ll).

1__- Lectura
~--I

Señal. mVolt

1
2
3
4

95
90
96

101

Con los resultados del cuadro 5 se obtiene el
valor medio de la señal, la desviación estándar
de los resultados individuales y la desviación es-
tándar del valor medio:

y=95,5 mV
Sy=4,5 mV

S9= Sy/vj = 2,5 mV



o Yl 5
I

Xl O Yl

O Y2 1 X2 O Y2

O Y3 8 X3 O Y3

0,19 Y4 28 X4 0,10 Y4

0,33 Y5 36 X5 0,17 Y5

0,47 YG 53 X6 0,24 Y6

2 3

O -3 -2

-5 -7 -9

2 0 -4

9 12 10

20 16 15

31 27 25
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8.2 Detenninación del límite de detección con y
sin repeticiones

De acuerdo al método establecido, se preparan
los respectivos estándares utilizando para X4,X5y

XGlas concentraciones correspondientes a 4s, 7s
y lOs, respectivamente. Xl, X2 y X;Json blancos.

En el cuadro 6 se muestran los resultados y el
cálculo del límite de detección para cada caso:

CUADRO 6

Detenninación del límite de detección con y sin repeticiones

Sin repeticiones, (j
= 1)

--1

I

I

I

I

I4
I

-101

- 3 I

- 5
I

Sy = 4,5 mV
=

0,047 ¡tg/ml

Xi Conc. ¡.tg/ml Yi
Conc.Señal, mV xi

Xl

X2

X3

1'4

I

X5

I

X6

Con repeticiones (j
=

4¡

Sy e: 2,25 mV
==

0,024 IAP/ml

Y. mN"
1

19

7

16

-~-~ ~-

Límite de detecciÓn, XL

j= 1

XL = 0,076 ¡.tg/ml

j=4

XL = 0,034 ¡.tg/ml

I
=

I

~
Los resultados experimentales son coincidentes

con los esperados y muestran una de las fonnas
que penniten reducir el límite de detección;esto

resulta sencillo en este caso, donde una repeti-
ción sólo insume 6 segundos para su ejecución.

9. CONCLUSIONES

9.1 Se precisa el concepto de límite de detec-
ción generalizando su aplicación a cualquier
proceso de medición.

9.2 Se establece un método de cálculo válido
para aquellos casos en que la relación señal-

entrada sigue un modelo lineal.

9.3 Se fija un criterio de selección para n, Xi y

1-0.que permiteel cálculodel límitede de-
tección en una forma claramente especifica-

da. Esto último es particularmente impor-
tante ya que permite una mejor comparación
de métodos analíticos entre distintos labora-
torios.

9.4 Se muestra la variación que presenta ellí-
mite de detección al aumentar el número de
repeticiones.

9.5 Se dan ejemplos de cálculo para distintos
métodos analíticos por espcctrofotometría de
absorción atómica.
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