INTRODUCCION

En el transcurso de los ultimos afios ha ido progresando la tecnologia, la industria, la
agricultura; exigiéndose a si mismos un cambio, debido a la manera incontrolable en los
entes de certificacion, viendo la necesidad de adquirir e implementar manuales y métodos
analiticos para su posible desarrollo en el campo laboral a nivel nacional e internacional.

Para alcanzar resultados correctos se aplica un método detallado, que describe todos los
pasos desde el muestreo hasta el resultado. Si cierto método puede producir resultados
correctos o0 no, implica que tiene que ser validado. La validacién de un método incluye
ensayos para la exactitud, la precision, la linealidad, los errores sisteméticos, aleatorios,
los limites de deteccion y limite de cuantificacion. Asi, la validacion de un método
demuestra si el instrumento utilizado para este procedimiento satisface o no los requisitos
especificos.

La validacion vendra determinada por las posibilidades técnicas al alcance del laboratorio,
como disponibilidad de patrones de referencia y asi se puede presentar la alternativa de
que el laboratorio participe en comparaciones con otros laboratorios. EI LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA participa en el programa PICCAP como requisito para el proceso
de certificacion 1ISO 17025.

Para cumplir con los requisitos establecidos por el IDEAM (Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales) se realizaron unas técnicas de validacién tales
como: Conductividad, Dureza Calcica, Dureza Total, Nitritos, Nitratos, Nitrégeno Total,
Turbiedad, Aluminio, Cadmio, Cobre, Cromo Hexavalente, Manganeso, Niquel, Plomo y
Cinc realizados en la matriz agua del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA en la
Ciudad de Bogot4, como meta propuesta para su acceso a la acreditacion bajo la norma
ISO 17025. REQUISITOS GENERALES DE COMPETENCIA DE LABORATORIOS DE
ENSAYO Y CALIBRACION.

Con lo anterior se prestd especial atencién a la verificacion de calculos y transferencia de
datos, verificacion del funcionamiento y mantenimiento de los equipos utilizados para el
almacenamiento, transmisibn y procesamiento de datos, establecimiento de
procedimientos para garantizar la integridad y confidencialidad de los datos al ingreso, en
la recoleccion, almacenamiento, transmision y procesamiento de datos.

Cada una de las etapas son implementadas, ademas se tomaron las medidas adecuadas
para asegurar la trazabilidad de todas las medidas que tengan influencia significativa en
los resultados de los trabajos que se realicen, permitiendo asi elaborar una serie de
documentos fundamentales para el proceso de validacion.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA tiene como necesidad avanzar en el proceso
de validacion de métodos para andlisis de aguas, siendo de gran importancia el posible
acceso de certificacion por la norma ISO 17025 como lo ha estado haciendo; con el fin de
seguir mejorando sus politicas de calidad, su prestacion de servicios al sector
empresarial, entre otros, hasta considerarse como uno de los mejores laboratorios
preferidos por los clientes.



2. JUSTIFICACION

La pasantia realizada en el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA fue de gran
experiencia y ayuda para el posible acceso a la acreditacién bajo la norma ISO 17025.
REQUISITOS GENERALES DE COMPETENCIA DE LABORATORIOS DE ENSAYO Y
CALIBRACION. Con la validacién de los quince (15) métodos y deméas métodos que ya
se han validado cumpliendo con los requisitos establecidos por el IDEAM.

El obtener resultados confiables que se pueden aplicar a un método implica que este
puede ser validado realizando una serie de tratamientos estadisticos a los ensayos
satisfaciendo las necesidades del laboratorio frente a un ente de certificacion, teniendo asi
alternativas de presentarse en comparacion con otros laboratorios y dar credibilidad del
trabajo realizado con los métodos validados para la certificacion por la ISO 17025.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Validar los métodos analiticos propuestos para las determinaciones fisicoquimicas de
aguas en el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Contribuir con el proceso de certificacion bajo la Norma ISO 17025 (Requisitos
Generales de Competencia de Laboratorios de Ensayo y Calibracién) al Laboratorio
Quimicontrol Ltda., y a los estudiantes de quimica de la Universidad del Quindio en su
aprendizaje.

» Hallar los parametros estadisticos de exactitud, precisién, linealidad, limite de deteccién
y de cuantificacidn, sensibilidad, analisis de varianza (ANOVA) en los ensayos propuestos
de la validacion.

» Validar el proceso de concentracion en metales determinando su limite de confianza al
95%.



4. MARCO TEORICO
4.1 MISION DEL LABORATORIO

Ofrecer a nuestros clientes asesoria y servicios de analisis con calidad, aportando al
desarrollo industrial y al control de la contaminacion ambiental del pais, basados en
nuestra experiencia y conocimientos en el campo de la quimica analitica.

4.2 VISION DEL LABORATORIO

El Laboratorio Quimicontrol Ltda., sera una organizacién certificada bajo normas
internacionales para la prestacion de sus servicios de asesoria, andlisis e investigacion,
gue cuente con un equipo de trabajo interdisciplinario y sistemas de analisis de Ultima
tecnologia acordes con las necesidades ambientales, sociales y econémicas del pais.

4.3 CAMPO DE ACTIVIDAD DEL LABORATORIO

El Laboratorio Quimicontrol Ltda presta sus servicios de analisis quimicos, muestreos,
evaluacion de vertimientos y asesoria en lo relacionado con la industria y calidad
ambiental, reflejando competencia e idoneidad necesaria para llevar a cabo la
determinacion de los andlisis y la generacién de resultados confiables.

4.3.1 Recursos Humanos
El grupo de personas que conforman este laboratorio son:

» Gerente del laboratorio y Coordinador del Departamento Técnico: Quimico, Especialista
en Consultoria Ambiental. Especialista Higiene y Salud Ocupacional, Constantino N.
Zuloaga Moya.

» Coordinadora del Departamento Administrativo, Sefiora, Luz Gabriela Zapata Gémez.

»Personal de andlisis: Doctor en Ciencias Quimicas, Tomas Medina Mancilla,
Licenciada en Biologia y Quimica, Nilsa Dolly Lasso, Quimico Constantino N.
Zuloaga Moya.

» Coordinadora del Departamento de Calidad: Tecnéloga en Saneamiento Ambiental,
Sonia Janneth Martinez Mora.

»Asesoria externa: Ingeniera Agrénoma. Master en ingenieria ambiental. Asesora de la
ISO, Margarita Maria Lopera Mesa.

» Pasante en Quimica de la Universidad del Quindio. Luz Adriana Rios Gonzalez.

4.3.2 Recursos Técnicos
Algunos de los materiales y equipos que se emplearon en el proceso de validaciéon

»Destilador de agua, marca SCHOTT.



» Espectrofotdmetro Spectronic 20D, modelo 333175, marca Milton Roy. Con certificado
de calibracion.

» Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica con llama, modelo 2380, marca Perkin Elmer.
Con certificado de calibracion.

»Balanza Analitica, modelo BP211D, marca Sartorius, con cinco (5) cifras decimales. Con
certificado de calibracion.

»pHmetro, modelo 37, marca Orion.

» Turbidimetro digital, marca Orbeco Hellige.

» Conductimetro B-173, marca HORIBA.

» Micro-Kjeldahl

»Material de vidrio (pipetas, buretas, erlenmeyer, vasos de precipitado, balones aforados,
entre otros). Marca Brand y Schott debidamente certificado.

4.4 ENFOQUE DE LA PASANTIA

La pasantia realizada en el Laboratorio Quimicontrol Ltda fue llevada a cabo con el fin de
validar una serie de métodos analiticos para el proceso de certificacion bajo la norma ISO
17025 y una manera de aprendizaje para conmigo misma y los estudiantes de quimica de
la Universidad del Quindio.

4.5 ACTIVIDADES DESARROLLADAS EN LA PASANTIA

Se tuvo una duracion de ochocientas (800) horas para cumplir con el plan de actividades
propuesto para la validacion de los métodos analiticos de la siguiente manera:

Enero
»Recorrido e induccion por el Laboratorio

Febrero

»Documentacién de los métodos y realizacion de diagramas de flujo.
Marzo

> Iniciacién de la validacién de los métodos.

Abril

»Determinacion y célculos de los ensayos.

Mayo

»Acopio de toda la informaciébn empleada siguiendo el Sistema de Calidad del
Laboratorio.

Junio

» Recopilacién, redaccion, realizacién y analisis de la informacion obtenida.



5. PROCESO REALIZADO EN LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS EN EL
LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA.

La estandarizacion de un método analitico es un proceso riguroso que dependiendo de la
técnica analitica a la que pertenezca el método, la matriz, el analito, la cantidad de
parametros de estandarizacion, y de logistica empleada para su desarrollo, puede requerir
de un tiempo mas o menos considerable (en algunos casos puede superar los seis
meses).

La validacion es un proceso que se circunscribe en el contexto de la calidad analitica y
tiene dos objetivos fundamentales: A) Definir y asegurar la calidad (y su constancia) de la
informacion analitica generada (resultados, informes), lo que implica la denominada
validacién intrinseca, que se define como la caracterizacion del proceso de métodos
quimicos a través de las propiedades del mismo: exactitud (trazabilidad), precision
(incertidumbre), selectividad, intervalo de determinacion, rapidez, costo, etc.;B) Garantizar
la coherencia entre la informacién analitica generada y las necesidades informativas
planteadas por la sociedad, industria, comercio, ciencia y tecnologia en un proceso
denominado validacién extrinseca en el ambito del problema analitico. Ademas,
permite: 1) Tipificar (caracterizar) a los procesos de métodos quimicos y a las
herramientas analiticas;2) Facilitar las auditorias de calidad;3)Fundamentar Ila
transferibilidad de procesos de métodos quimicos y herramientas entre laboratorios; y
4)Apoyar la armonizacion de laboratorios y el reconocimiento mutuo de resultados entre
los mismos.

La validacién de herramientas es muy variada. Se emplean, en general, materiales de
referencia (certificados o no). Es interesante resaltar que, en el caso de instrumentos, la
validacién de los mismos practicamente coincide con la calibracion, tanto instrumental
(métodos primarios) como metodolégica o analitica (métodos relativos).

El control de calidad tiene connotaciones fundamentalmente cuantitativas. En general, se
basa en la comparacién de datos(a ser posible acompafiado de sus incertidumbres) bajo
el paraguas de la Estadistica (Quimiometria). Asi pues, son necesarias referencias
numéricas para el control de calidad; éstas son proporcionadas por los datos de los
materiales de referencia certificados (MRC), resultados de diversas metodologias
aplicados a la misma muestra, etc.

5.1. ETAPA PRELIMINAR A LA ESTANDARIZACION



La etapa preliminar es parte integrante y prerrequisito de la estandarizacion; consiste en
una serie de pasos que permiten obtener informacion relevante y orientar el proceso de la
estandarizacion propiamente dicha.

El laboratorio decide que parametros de rendimiento del método debe caracterizar,
teniendo en cuenta las limitaciones de tiempo y costos; ademas de los requerimientos del
cliente, la experiencia con el método y si el método sera de aplicacion rutinaria o no. Es
por esto que el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA se establecié unas metas de
calidad como parte del proceso de certificacion ISO 17025. REQUISITOS GENERALES
PARA LA COMPETENCIA DE LABORATORIOS DE ENSAYO Y CALIBRACION,
soportado en manual de calidad, en la misma norma ISO 17025 en especial el numeral 5
gue es el requisito para la acreditacion de Laboratorios Ambientales, Standard Methods
19th Edition, programas de fisicoquimica ambiental. Estandarizacion de métodos
analiticos suministrado por el IDEAM, asesor externo y coordinador tanto del
departamento técnico como de calidad. Esto con el fin de implementar y corroborar los
resultados obtenidos para el proceso de validacién, haciendo un estudio mas a fondo
acerca de los protocolos, condiciones de trabajo, manejo de equipos y demas formatos
gue se trazaron como objetivo propuesto en el proceso realizado en la validacion de
técnicas analiticas.

5.1.1. DOCUMENTACION Y MONTAJE DE LA METODOLOGIA

» Seleccion del método para cada analito y por cada matriz. Debe contener los criterios de
seleccidn correspondientes.

»Creacion de un archivo fisico (carpeta) para toda la documentacién generada en el
proceso. La carpeta debe radicarse en el archivo técnico y estar disponible para su
consulta permanente.Se crearon dos (2) carpetas una con codigo de calidad TR-VAME
y la otra TR-STVA. En la carpeta TR-VAME encontramos lo que son los protocolos del
método (puntos de control, materiales y equipos, procedimiento, condiciones a las que
se lleva el método y demas), validacion proceso de concentracion, validacién del
método (actividades realizadas durante el proceso y la validacién en si de los quince
(15) métodos con sus respectivas graficas, analisis de resultados...) e informe de
validacién (un pequefio resumen de la validacion). La carpeta TR-STVA cuenta con las
condiciones de trabajo, diagramas de flujo y formatos de captura de datos.

»Tener y conocer el protocolo del método, disponiendo de una copia de trabajo (debe
incluir bibliografia).



»Conocimiento del fundamento fisico y quimico del método y de la técnica a la cual
pertenece éste. Se hizo un reconocimiento del método y de los equipos que implican en
el proceso estudiando el manual asi como los libros que seran de guia fundamental.

» Conocimiento exacto del funcionamiento del equipo de medicion. En lo posible se debe
tener el diagrama de flujo para el manejo del equipo o por lo menos los pasos que se
deben seguir en orden cronolégico para su adecuada operacion desde el encendido
hasta el apagado.

»Inventario de los reactivos que se necesitan para toda la estandarizacion (identificacion,
precauciones, calidad, cantidad, grado de pureza, conservacion del reactivo puro y en
solucién).

»Inventario de vidrieria y otros materiales necesarios, sefialando las cantidades
necesarias para cada dia y requerimientos para su limpieza. Ademas se realiz6 un
reporte con el material de vidrio calibrado para realizar la validacion (balones aforados y
pipetas graduadas).

> Establecer los procedimientos para la descontaminacion y limpieza del material y para la
disposicién de los desechos.

»Disefio de un formato para la captura de los datos, solo si los formatos existentes no se
adaptan a los requerimientos especificos de la metodologia.

»Verificacion y optimizacion de las condiciones y de los parametros instrumentales,
incluyendo curva de calibracion.

» Definicion del intervalo de aplicacion del método, teniendo como criterios:
¢ La informacién de la literatura (protocolo).

¢ El interés especifico (ambiental).

¢ Los ensayos preliminares en el Laboratorio.

5.2 PARTE EXPERIMENTAL O DE MEDICIONES (Prevalidacion)

Antes de iniciar el proceso de estandarizacibn se debe establecer por mediciones
programadas los pardmetros que se van a determinar y a realizar:

> Precision

» Exactitud

» Limite de deteccion

» Limite de cuantificacion
» Sensibilidad
»Linealidad



»ANOVA (solo en el caso de los metales que se leyeron por absorcion atomica con
llama).

»Variables instrumentales o metodoldgicas particulares del laboratorio que puede afectar
el proceso de medicién en aquellos aspectos en que no se pueda seguir estrictamente
el protocolo.

5.3 PROCEDIMIENTO DE ESTANDARIZACION (VALIDACION)

5.3.1 Parte experimental o de mediciones

Antes de iniciar las mediciones, el analista debe garantizar que el método esta montado y
gue el equipo funciona en condiciones Optimas para la lectura de muestras. La parte
experimental consiste en la corrida de las “muestras” y el registro de los resultados para
cada grupo diario de ENSAYOS (Ensayo No 1, Ensayo No 2, ...... Ensayo No 5). En total
se debe correr un minimo de siete (7) ensayos, pero para estas validaciones se corrieron
cinco (5) ensayos, esto con el fin de dar cumplimiento al cronograma de actividades
llevado a cabo en el proceso de validacion. Estos ensayos se realizan en dias diferentes
gue pueden ser continuos o alternos, con una diferencia maxima de tres (3) dias entre un
ensayo y otro (viernes- lunes).

El grupo basico de “muestras” a correr en cada ensayo es:

»Bk (Blanco de reactivos y procedimiento)

»Eb (Estandar de concentracion baja, que nos permite calcular el LDM)

»Emb (Estandar de concentracién media baja; aproximadamente el 50% del rango)
»Ema (Estandar de concentracion media alta)

»Ea (Estandar de concentracién alta; aproximadamente el 90% del rango)

En el caso de las muestras provenientes del PICCAP en cada ensayo se determina asi:

PML1 (Patrén para dureza calcica, dureza total y conductividad (Minerales 1-1.1)).
PM2 (Patrén para dureza calcica, dureza total y conductividad (Minerales 2-2.2))
PT1 (Patron para turbiedad (T-1))
PT2 (Patron para turbiedad (T-2))

YV VYV

Este grupo basico de “muestras” se debe correr minimo por duplicado para un total de 12
datos diarios incluyendo el blanco. En esta etapa o de corrida de los ensayos es donde
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se obtienen todos los datos primarios y requiere que en su ejecucion se cumplan ciertas
condiciones minimas:

»Cada grupo de muestras se analiza el mismo dia.

»Es recomendable que el proceso se inicie siempre a la misma hora o lo suficientemente
temprano para que se pueda cumplir con el analisis de todas las muestras, teniendo en
cuenta que pueden ocurrir imprevistos.

»Todo el material de vidrio deberd ser lavado previamente de acuerdo con el
procedimiento establecido en el Laboratorio para cada uso y debera ser sometido a la
revision o control de calidad correspondiente.

»Es recomendable que el procedimiento sea efectuado por un profesional Quimico o con
la supervision del mismo.

> El formato de captura de datos se debera diligenciar en el mismo momento en que se
obtienen los datos (no transcribir, copiar, etc.). Las cifras erradas se deben corregir
inmediatamente dejando constancia por parte del analista en forma clara en que consistio
el error.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Utilizando los diferentes parametros estadisticos dados en la validacién se tiene en cuenta
lo siguiente:

Rechazo de datos. Calcular el estadistico T para los valores extremos de cada grupo

(méximo y minimo), de la siguiente manera:

»Ordenar los datos de menor a mayor: [Xbajo, X2, X3, -.... Xato |

» Calcular XpromY S

»Calcular T como: T= (XaLto-Xprom)/S para un valor alto; T= (Xprom — XgaLo)/S para un
valor bajo.

»Si el T calculado es mayor que el T de tablas (para un nivel de confianza del 95% y n
mediciones, Anexo, Tablal), el dato se rechaza. De acuerdo con el tamafio pequefio de
las poblaciones que se van a manejar, se pueden rechazar como maximo dos datos; si
la aplicacion del criterio de rechazo da positiva para mas de dos datos, el ensayo
deberia repetirse.

Precision. Calcular la desviacion estandar (s), el coeficiente de variacién (CV) y el limite
de confianza del 95% (LCgs) para cada “muestra” tomando los datos de los cinco (5)
ensayos (10 datos).
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Exactitud. Calcular para cada estandar y para el patron certificado el porcentaje de error
relativo en cada determinacion. Determinar para cada tipo de “muestra” el valor promedio
de error relativo.

Limite de deteccién. Calcular la minima cantidad que el equipo puede leer a las
condiciones del estandar elegido.

Limite de cuantificacién. Calcular la menor cantidad que el equipo puede cuantificar a
condiciones establecidas para el estandar.

Sensibilidad. Calcular la sensibilidad como el promedio de la pendiente de la curva de
calibracion en las diferentes concentraciones estandar.

ANOVA. Calcular el andlisis de varianza como variacién entre y dentro de muestras para
la validaciéon unicamente de metales.

Las unidades en que se expresan los resultados de los métodos analiticos validados
segun el Sistema Internacional de Unidades se describen de la siguiente forma:

Conductividad: pmho/cm
Dureza célcica :mgCaCOs/L
Dureza total:mgCaCOs/L
Nitritos:mgNO-2/L
Nitratos:mgNO /L
Nitrégeno total:mgN/L
Turbiedad:NTU
Aluminio:mgAl/L
Cadmio:mgCd/L
Cobre:mgCu/L

Cromo hexavalente:mgCr*é/L
Manganeso:mgMn/L
Niquel:mgNi/L
Plomo:mgPb/L
Cinc:mgZn/L

YVVVVVVVVVVYVVVVYY

5.5 ELABORACION Y PRESENTACION DE DOCUMENTOS

Como resultado de la estandarizacion se deben presentar tres documentos:

»Protocolo de validacion: El presente documento se toma como referencia para la
estandarizacién de los diferentes métodos haciendo los ajustes correspondientes para
las caracteristicas particulares de cada analito y de la técnica utilizada.
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»Carpeta de soporte técnico: Contiene todos los documentos originales producidos
durante el proceso de estandarizacion, las notas y observaciones del analista, hojas de
captura de datos, calculos y demas informacién que permita la revision del proceso y/o
su replicacion por otro analista o por otro laboratorio.

»Pardmetros de estandarizacion: Son los resultados finales del proceso, expresados en
forma clara y de acuerdo con las convenciones que se utilicen por la literatura
especializada en el tema.

5.6 APROBACION DE LOS METODOS VALIDADOS

Los métodos nombrados anteriormente fueron revisados y aprobados por el comité tanto
del departamento técnico como de calidad del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA,
dando como cumplido los objetivos trazados para la certificacion del proceso de validacion
bajo la norma I1SO 17025. REQUISITOS GENERALES DE COMPETENCIA DE
LABORATORIOS DE ENSAYO Y CALIBRACION.
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6. RESULTADOS EXPERIMENTALES

6.1 VALIDACION DE CONDUCTIVIDAD
METODO ELECTROMETRICO

6.1.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, limite de deteccién y limite de
cuantificacion; que serviran como criterios de confianza para la determinacién de
conductividad por el método electrométrico.

6.1.2 FUNDAMENTO TEORICO

La conductividad es una medida de la propiedad que poseen las soluciones acuosas para
conducir la corriente eléctrica. Esta propiedad depende de la presencia de iones, su
concentracion, movilidad, valencia y de la temperatura de la medicién. Las soluciones de
la mayor parte de los compuestos inorganicos son buenas conductoras. Las moléculas
organicas al no disociarse en el agua, conducen la corriente en muy baja escala. El
Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL
AGUA POTABLE” da un valor admisible de 50-1000 umho/cm en agua potable y de

< 1500 uS/cm para agua segura.

6.1.3 REACTIVOS

» Agua desionizada, para conductividad

» Solucién estandar de cloruro de potasio, KCI 0,0100 M.

6.1.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Conductimetro: usar un instrumento cuya medida de conductividad en términos
de error no exceda el 1% o 1 umho/cm, dependiendo del que sea méas grande.

» Termdmetro: debe cubrir el intervalo de 23 a 27°C, con una aproximaciéon de
0,1°C. Es conveniente un termémetro con un pequefio termistor como elemento
sensible debido a su rapida respuesta; algunos conductimetros estan equipados
con un sensor automatico de temperatura.

» Celda de conductividad.
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»Con electrodos de platino: su seleccion depende del intervalo de resistencia y
conductividad del instrumento, el cual se comprueba por comparacién de los
resultados experimentales con la conductividad verdadera de soluciones estandar de
cloruro de potasio. Las celdas nuevas se lavan con mezcla sulfocrémica y los
electrodos se platinizan antes de su uso; posteriormente se deben lavar y replatinizar
cuando las lecturas sean erraticas, cuando no se obtenga un punto final nitido, o
cuando se formen depdsitos negros de platino en escamas. Para el platinizado de los
electrodos, seguir las indicaciones del fabricante o consultar Standard Methods, pag.
2-45,

» Con electrodos no platinizados: construidos de metales comunes (entre otros, acero
inoxidable), se emplean para monitoreos continuos o mediciones en campo; se calibra
por comparacion de las lecturas contra un instrumento de laboratorio. Se debe
emplear una celda y un instrumento disefiados correctamente para minimizar errores
en la constante de la celda.

6.1.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Agua desionizada, para conductividad: existen varios métodos para preparar agua
grado reactivo, el mas comun de los cuales consiste en pasar agua destilada a través de
un desionizador de lecho mixto y descartar el primer filtrado. La conductividad debe ser
pequefia comparada con el valor a ser medido, generalmente menor de 1 umho/cm.

El agua destilada (hervida y fria) destinada a la preparacién de soluciones, producida por
el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA., tiene una conductividad menor de 2,0
uS/cm.

Solucién estandar de cloruro de potasio, KCI 0,0100 M: disolver 745,6 mg de KCI
anhidro en agua desionizada y diluir a 1000 mL en un balén volumétrico, a 25°C. Guardar
en un frasco de vidrio borosilicatado con tapén de vidrio. Esta solucién tiene una
conductividad de 1412 umho/cm a 25°C y es satisfactoria para la mayoria de muestras
cuando la celda tiene una constante entre 1 y 2; para otras constantes de celda, usar
soluciones de KCIl mas fuertes o débiles, de acuerdo con la TABLA 1.
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Conductividad equivalente, A, y conductividad, k,
de soluciones de cloruro de potasio a 25,0°C*

KCI Conductividad Conductividad ks,
Concentracion equivalente,A, pmho/cm**
M 6 equiv./L mho.cm?equiv.
0 149,9
0,0001 148,9 14,9
0,0005 147,7 73,9
0,001 146,9 146,9
0,005 143,6 7175
0,01 141,2 1412
0,02 138,2 2765
0,05 133,3 6667
0,1 128,9 12890
0,2 1240 24800
0,5 117,3 58670
1 111,9 111900

* Basados en el ohm absoluto, la temperatura estandar 1968, y el volumen estandar dm?.
**|_os valores son exactos a +0,1% o 0,1 umho/cm, segln el que sea mas grande.

6.1.6 PROCEDIMIENTO

Para el andlisis de conductividad por el método electrométrico se siguié el procedimiento
2510 (A-B) descrito en el protocolo para andlisis de aguas Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater edicién 19. El siguiente fue el grupo béasico de
muestras que se leyé durante 5 ensayos con su respectiva replica de los que consta el
proceso de validacion:

PM1: Patrén para conductividad (Minerales 1-1.1), proveniente del PICCAP (Programa
Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).

PM2: Patrén para conductividad (Minerales 2-2.2), proveniente del PICCAP (Programa
Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).

Ademas de una solucion patrén de 0,100 M de Cloruro de Potasio (KCI), de la cual se
prepararon los demas estandares de 0,01 y 0,001M.

Las muestras se identificaron de la siguiente forma:

Eb: Estandar de conductividad de concentracion baja = 147 umhos/cm (0,001M)
Ea: Estandar de dureza célcica de concentracién alta = 1412 pmhos/cm (0,01M)
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El proceso de validacion se inici6 el dia diez (10) de mayo a las 15 h: 10min, obteniendo
los resultados que se reportan mas adelante.

6.1.7 RESULTADOS

La conductividad es expresado en términos de (umho/cm), tomando como base la
temperatura (°C), el conductimetro nos da el resultado.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos para muestras patron
provenientes del PICCAP.

No. Ensayo pmho/cm
PM1 PM2
1 400 320
420 320
2 420 300
410 270
3 400 290
400 310
4 360 310
390 310
5 450 370
450 320
Promedio 410 312
Desviacion estandar 27,080 25,734
Numero de datos 10 10
Minimo 360 270
Méaximo 450 370
Intervalo 90 100
Thajo 1,846 1,632
Talto 1,477 2,254
T tedrico 2,180 2,180

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: Estos datos fueron sometidos bajo el criterio de rechazo de datos, dando como resultado todos
los datos aceptados.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T teérico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

Parametros estadisticos de los resultados definitivos para
muestras patrén provenientes del PICCAP.
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No. Ensayo pumho/cm
PM1 PM2
1 400 320
420 320
2 420 300
410 270
3 400 290
400 310
4 360 310
390 310
5 450 370
450 320
Promedio 410 312
Desviacion estandar 27,080 25,734
%CV 6,605 8,248
%Error 0,910 0,220

Tabla 2. ParAmetros estadisticos de los resultados definitivos

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo pmho/cm
147 1412
(0,001M) (0,01 M)
1 179 1210
152 1220
2 176 1170
173 1190
3 176 1200
174 1280
4 154 1170
166 1230
5 197 1430
185 1440
Promedio 173,200 1254
Desviacion estandar 13,440 100,576
Niumero de datos 10 10
Minimo 152 1170
Maximo 197 1440
Intervalo 45 270
Thajo 1,577 0,835
Talto 1,771 1,849
T tedrico 2,180 2,180

Tabla 3. Parametros estadisticos de los resultados analiticos
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

Donde:

No. Ensayo pmho/cm
147 1412
(0,001M) (0,01 M)

1 179 1210

152 1220

2 176 1170

173 1190

3 176 1200

174 1280

4 154 1170

166 1230

5 197 1430

185 1440

Promedio 173,2 1254
Desviacion estandar * *
%CV * *
%Error * *

Tabla 4. ParAmetros estadisticos de los resultados definitivos

CV: Coeficiente de Variacion
» Limite de deteccidn y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del conductimetro para la
determinacion de la conductividad en funcion del limite de deteccion y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR UNIDADES pmho/cm T(°C)

0,00001 2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23

2,0 23
PROMEDIO 2,0
DESVIACION ESTANDAR 0,60
LIMITE DE DETECCION 1,81
LIMITE DE CUANTIFICACION 6,03

Tabla 5. Respuesta conductivimetro en funcion del limite de deteccién y de cuantificacion.
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Para hallar el dato de 2,0 umho/cm se tomo directamente la lectura que registra el
conductimetro, determinando de esta manera también su temperatura sumergiendo el
termometro dentro de la solucion de KCI a una concentracion estandar de 0,00001
pmho/cm y de esta manera se calcul6 su limite de deteccién y de cuantificacion.

6.1.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al observar los datos experimentales de conductividad por el método electrométrico se
puede decir que:

> Precisién
El pardmetro estadistico “precision”, se define como el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a una alicuota
de una muestra homogénea.

La precision de conductividad por el método electrométrico se va a expresar en términos
de desviacion estandar y de coeficiente de variacion de las muestras.

Para que el ensayo fuese mas representativo se tomaron dos muestras patron; las cuales
fueron suministradas por el PICCAP (Programa de Interlaboratorios de Control de Calidad
de Aguas Potables), asi como fue necesario preparar una solucion patron de 0,1 M de
Cloruro de Potasio (KCI) como punto de referencia para preparar una solucién de 0,001 y
otra de 0,01 M que fueron luego expresadas en pumho/cm. Esto se hizo con el fin de
seguir el proceso de validacién de las diferentes metddicas llevadas a cabo en el
laboratorio.

Las muestras patrén provenientes del PICCAP analizadas durante el proceso de
validacién dieron valores de 27,080 para el parametro de la desviacion estandar y de
6,605 para el coeficiente de variacidbn en PM1: Patron para conductividad (Minerales 1-
1.1), lo que indica un alto grado de variacién en los resultados obtenidos, esto se
debe a factores gque alteran de una manera u otra el andlisis en especial la
temperatura y para PM2: Patrén para conductividad (Minerales 2-2.2), se obtuvo 25,734
para desviacién estandar y 8,248 para coeficiente de variacién, implicandose de una
manera u otra la temperatura.

Para la solucién patrén de 0,001M de cloruro de potasio (KCI) los datos obtenidos fueron:
para la desviacion estandar 13,440 y de 7,760 para el coeficiente de variacion; para la
solucion, patrén de 0,01 M de Cloruro de potasio la desviacién estandar fue de 100,576 y
el coeficiente de variacion de 8,020, esto significa que también se vio influenciada la
temperatura a condiciones del ambiente en el cual se debe tener en cuenta a la hora
de reportar los resultados en el proceso de validacion.

» Exactitud
El pardmetro estadistico “exactitud” esta definido como la capacidad del método analitico
para obtener resultados lo mas proximos al valor verdadero. A diferencia de la precision
que refleja el error aleatorio, la exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él.
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Estos porcentajes de error muestra que el determinar un porcentaje de error es bastante
dificil, pues las unidades en que se expresa la conductividad es pmho/cm vy la tendencia
de este hace que se produzca un error sistematico, siendo este un factor que influye
altamente en los resultados, dando pie para seguir en el proceso de validaciéon para la
determinacion de conductividad por el método electrométrico del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA en la matriz agua.

> Limite de deteccién

El limite de deteccién (LOD) de un analito se puede describir como aquella concentracién
gque proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente de la sefial
del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima que puede
ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccién es calculado con la minima concentracion que se puede leer de
acuerdo a las concentraciones estandar que se escogieron para la validacion, se tomo la
menor y se leyd. Se determino de la siguiente manera:

Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg!
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacion de conductividad por el método electrométrico, se establecio el limite
de deteccion en 1,81 umho/cm, para una concentracion de 0,00001 umho/cm, dando la
minima lectura que puede reportar el instrumento.

> Limite de cuantificacion

El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccidn
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccidn, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviaciéon
estandar, ademas el limite de deteccién no es cuantificable.

Limite de cuantificacién (LOQ) = yg + 10Sg?*
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar
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El limite de cuantificacion se determiné para la validacion de conductividad método
electrométrico en 6,03, que corresponde a la menor cantidad de analito que puede
determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas. Lo
gue indica que el valor de 6,03 es lo que me puede cuantificar el método.

6.1.9 CONCLUSIONES

El proceso de validacion para la determinacion de la conductividad por el método
electrométrico presentd una serie de inconvenientes que fue el punto clave para la
determinacion de los parametros precision y exactitud siguiendo la continuidad de
este método en el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA para la matriz agua.

El limite de deteccion para la determinacion de conductividad por el método
electrométrico es 1,81 umho/cm . Este limite es la concentracion minima que pudo
ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion estandar de
0,00001 pmho/cm.

El limite de cuantificacion que se determiné para conductividad fue de 6,03
pmho/cm siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con
precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una
concentracion estandar de 0,00001 pmho/cm.

De acuerdo a cada temperatura varia la conductividad en la solucion de KCI, es
decir son directamente proporcionales.

6.1.10 RECOMENDACIONES

>

Las muestras a tratar en la determinacion de conductividad por el método
electrométrico, deben estar a una temperatura ambiente, la recomendada es 25 °C
pues este factor influye altamente en los resultados analiticos.

Sumergir el termdémetro dentro de las soluciones para registrar la temperatura a
la que se encuentra en ese instante con su respectiva conductividad.

El tiempo de estabilizacion para hacer la lectura se determina de acuerdo con el
aparato para medir la conductividad quien registra una carita feliz que indica el
resultado en umho/cm.

Para la determinaciéon de conductividad se debe tener en cuenta la temperatura,
su concentracion ya que son factores importantes que se encuentran presentes
en estas soluciones que conducen la corriente eléctrica, como lo es el Cloruro de
Potasio (KCI).

22



6.2 VALIDACION DE DUREZA CALCICA
METODO COMPLEXOMETRICO

6.2.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, limite de deteccién y limite de
cuantificacion que servirdn como criterios de confianza para la determinacion de dureza
calcica por el método complexométrico.

6.2.2 FUNDAMENTO TEORICO

El principio es idéntico al del método complexométrico descrito para la dureza total. No
obstante, como la determinacion se hace a pH elevado, el magnesio precipita en forma
de hidréxido y no interviene. Ademas, el indicador elegido no se combina mas que con el
calcio. Varios indicadores dan un cambio de color cuando todo el calcio ha sido
complejado por el EDTA a un pH entre 12 y 13, preferiblemente llevar la muestra a un
pH=14 para obtener un cambio de color en el punto final.

6.2.3 REACTIVOS

» Solucién de Hidréxido de sodio, NaOH 1N
» Indicador murexida (purpurado de amonio)
> Solucién estandar de EDTA 0,01 M

» Solucion estandar de Calcio
6.2.4 MATERIALES Y EQUIPOS
Aparatos de soporte
» Agitador magnético
» Buretas de vidrio Boro silicato de 50 y 25 mL
» Balanza analitica, sensibilidad 0,01 mg

> Magnetos con su atrapa magneto

> Peras de caucho
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>

>

6.2.5

Pinzas.

Pipetas volumétricas de 1y aforadas de 2; 5; 10y 25 mL
Soporte universal

Vasos de precipitados de 100 y/o 200 mL

CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de

aguas,

1995

>

“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de

Solucion de Hidréxido de sodio, NaOH 1N: pesar 40 g y disolverlos en un litro
de agua desmineralizada. Realizar posteriormente el titulo con una solucién de
acido clorhidrico 1N.

Determinacion del titulo de una solucion de NaOH 1N:

Indicadores: muchos indicadores son apropiados para la determinacion de calcio
por titulacion. EI murexida fue el primer indicador utilizado para detectar el punto
final del calcio y es presentado en este procedimiento. Para las personas que se
les dificulta detectar el punto final con este indicador se aconseja usar el negro
eriocromo T el cual cambia de rosado a violeta.

Indicador murexida (purpurado de amonio): Este indicador cambia de rosado a
purpura en el punto final. Preparacion: disolver 150 mg en 100 mL de etilenglicol
absoluto. Soluciones acuosas de la tinta no son estables por mas de un dia. Para
dar una buena estabilidad mezclar 200 mg de murexida con 100 g de NacCl
pulverizando muy bien la sal. Pasar por malla 50. Usar 0,2 g de la mezcla para la
titulacion. Nota: titular inmediatamente después de la adicién del indicador porque
es inestable bajo condiciones alcalinas. Para facilitar el reconocimiento del punto
final, titular siempre frente a un testigo o blanco.

Solucién estandar de EDTA 0,01 M: pesar 3,732 g de reactivo grado analitico
etilendiaminotetraacético disédico dos aguas (EDTA), disolver en agua
desionizada y diluir a 1000 mL. Estandarizar contra una solucién estandar de
calcio.

Solucién estandar de Calcio: pesar 1,000 g de CaCOs3; anhidro (reactivo primario)
en un erlenmeyer de 500 mL. Adicionar lentamente HCI 1:1 hasta la completa
disolucién del CaCOs. Afiadir 200 mL de agua desionizada y hervir por unos pocos
minutos para eliminar el CO,. Enfriar y adicionar unas gotas de indicador de rojo
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de metilo y ajustar al color naranja intermedio por adicion de NH4,OH 3N o HCI 1:1 y diluir
con agua a 1000 mL. 1 mL = 1,00 mg CaCOes.

6.2.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de dureza calcica por el método complexométrico se siguid el
procedimiento 2130 (A-B) descrito en el protocolo para andlisis de aguas Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater edicion 19. El siguiente fue el
grupo béasico de muestras patron que se leyeron durante 5 ensayos con su respectiva
replica de los que consta el proceso de validacion.

» PM1: Patrén para dureza calcica (Minerales 1-1.1), proveniente del PICCAP
(Programa Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).

» PM2: Patrén para dureza céalcica (Minerales 2-2.2), proveniente del PICCAP
(Programa Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).

Ademas de preparar una solucion patrén de 1000 ppm, de la cual se preparé una
solucion de 25 ppm, de ésta una de 12 ppm y una de 5 ppm que se identificaron asi:

» Eb: Estandar de dureza calcica de concentracién baja =5 mg CaCOs/L
» Ea: Estdndar de dureza calcica de concentracion alta = 12 mg CaCOa/L

El proceso de validacion se inicié el dia cinco (5) de mayo a las 10 h: 04min, obteniendo
los resultados que se reportan mas adelante.

6.2.7 RESULTADOS

El calculo de la determinacién de dureza calcica es expresado en unidades de mg/L
CaCOs, el resultado es calculado primero determinando los mg Ca/L y segundo los mg
CaCOs/L que pueda existir tanto en las muestras patrén provenientes del PICCAP como
de la solucién patron de 1000 ppm con la que se prepar6 una de 25 ppm y de esta una de
5 ppm y una de 12 ppm de calcio.
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Parametros estadisticos de los resultados analiticos para muestras patrén
provenientes del PICCAP.

| | No. Ensayo | mg/L CaCOs |
| | [ Pm1 [ | Pm2 ] |
| | 1 | 22,017 | | 26,021 | |
| | | 22,418 | | 24,819 | |
| | 2 | 22,418 | | 22,418 | |
| | | 22,418 | | 20,416 | |
| | 3 | 26,021 | | 20,817 | |
| | | 26,022 | | 20,817 | |
| | 4 | 24,419 | | 19616 | |
| | | 24,019 | | 19,616 | |
| | 5 | 24,419 | | 20,416 | |
| | | 24,419 | | 20,416 | |
| Promedio | 23859 | | 21,537 | |
| Desviaci6n estandar | 1,489 | | 2207 | |
| NGmero de datos | 10 ] 10 ]
| Minimo | | 22,017 | | 19,616 | |
| Maximo | | 26,022 | | 26,021 | |
| Intervalo | | 4005 | | 6,405 | |
| Tbajo | | 1,237 | | 0871 | |
| Talto | | 1,453 | | 2,031 | |
| T tedrico | | 2180 [ | 2180 | |

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: Estos datos fueron sometidos bajo el criterio de rechazo de datos, dando como resultado todos
los datos aceptados.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n = 10, donde n es el nimero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T teérico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos para muestras patrén
provenientes del PICCAP.

No. Ensayo mg/L CaCO3
PM1 PM2
1 22,017 26,021
22,418 24,819
2 22,418 22,418
22,418 20,416
3 26,021 20,817
26,022 20,817
4 24,419 19,616
24,019 19,616
5 24,419 20,416
24,419 20,416
Promedio 23,859 21,537
Desviacion estandar 1,489 0,010
%CV 6,239 0,046
%Error 0,919 0,220

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos muestras patron

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg/L CaCOs
Eb Ea
1 5,185 11,920
5,185 11,920
2 4,973 12,010
4,973 12,010
3 4,973 12,010
4,973 12,010
4 4,973 12,010
4,973 12,010
5 4,973 12,010
4,973 12,010
Promedio 5,015 11,992
Desviacion estandar 0,089 0,038
Numero de datos 10 10
Minimo 4,973 11,920
Maximo 5,185 12,010
Intervalo 0,212 0,090
Thajo 0,474 1,897
Talto 1,897 0,474
T tedrico 2,180 2,180

Tabla 3. Parametros estadisticos de los resultados analiticos
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg/L CaCO3
50 12
5,185 11,920
5,185 11,920
4,973 12,010
4,973 12,010
4,973 12,010
4,973 12,010
4,973 12,010
4,973 12,010
4,973 12,010
4,973 12,010
Promedio 5,015 11,992
Desviacion estandar 0,089 0,010
%CV 1,782 0,083
%Error 0,003 0,001

Tabla 4. ParAmetros estadisticos de los resultados definitivos

Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Limite de deteccidn y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta de la titulacion

complexométrica para dureza calcica en funcién del

limite de deteccion y de

cuantificacion:
CONCENTRACIONES ESTANDAR mg CaCOs/L VOLUMEN (mL)
GASTADOS
CON EDTA
1,5 3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
3,203 0,08
PROMEDIO 3,203
DESVIACION ESTANDAR 0,51
LIMITE DE DETECCION 3,04
LIMITE DE CUANTIFICACION 6,63

Tabla 5. Respuesta titulacion complexométrica para dureza calcica en funcion del limite de

deteccion y de cuantificacion.
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Para hallar el dato de 3,203 mg CaCOas/L se tomaron los mL de EDTA gastados durante
la titulacibn complexométrica en una concentracion estandar de 1,5 mg CaCOslL,
calculando primero los mg Ca/L, después la dureza calcica, y luego su limite de deteccion
y limite de cuantificacion.

6.2.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al observar los datos experimentales de dureza calcica por el método complexométrico se
puede decir que:

> Precisién
El pardmetro estadistico “precision”, se define como el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a una alicuota
de una muestra homogénea.

La precision de dureza calcica por el método complexométrico se va a expresar en
términos de desviacion estandar y del coeficiente de variacion de las muestras.

Para que el ensayo fuese mas representativo se tomaron dos muestras patron; las cuales
fueron suministradas por el PICCAP (Programa de Interlaboratorios de Control de Calidad
de Aguas Potables), asi como fue necesario preparar una solucion patrén de 1000 ppm
de calcio como punto de referencia para preparar una solucion de 25 ppm y de esta una
de 5y 12 ppm de calcio, que fueron luego expresadas en mg CaCOs/L. Esto se hizo con
el fin de seguir el proceso de validacion de las diferentes metddicas llevadas a cabo en el
laboratorio.

Las muestras patrén provenientes del PICCAP analizadas durante el proceso de
validacién dieron valores de 1,489 para el parametro de desviacion estandar y de 6,239
para el parAmetro de coeficiente de variacion en PML1: Patron para dureza célcica
(Minerales 1-1.1), lo que indica un alto grado de variacién en los resultados
obtenidos, esto se debe a factores que alteran de una manera u otra el analisis tales
como: latemperaturay el pH y para PM2: Patrdn para dureza calcica (Minerales 2-2.2),
se obtuvo 0,010 para desviacion estandar y 0,046 para coeficiente de variacion,
revelando asi una buena precision entre una réplicay otra.

Para la solucion patron de 5 ppm de calcio los datos obtenidos fueron: desviacion
estandar 0,089 y 1,782 de coeficiente de variacidn; en la solucién patron de 12 ppm de
calcio la desviacion estandar fue 0,010 y el coeficiente de variacion 0,083, esto significa
gue también se ve influenciada la temperatura y el pH en especial el pH en el cual se
debe tener un control para evitar posibles interferencias quimicas que alteren el
proceso de validacion.

> Exactitud
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El parametro estadistico “exactitud” esta definido como la capacidad del método analitico
para obtener resultados lo mas préximos al valor verdadero. A diferencia de la precisién
que refleja el error aleatorio, la exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él.

El porcentaje de error para ambos patrones de dureza calcica por el método
complexométrico fue bajo, dando como resultado valores de 0,910 y 0,220%
respectivamente para las muestras provenientes del PICCAP y para la solucion patrén de
5,0y de 12 ppm tanto de calcio como de magnesio fue de 0,003 y de 0,001%.

Los resultados obtenidos expresados en porcentaje de error muestran la buena exactitud
del método, minimizando de esta manera los errores sistematicos que pueden haber.

> Limite de deteccién

El limite de deteccion (LOD) de un analito se puede describir como aquella concentracién
gque proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente de la sefial
del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima que puede
ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccidn es calculado con la minima concentracién que se puede leer de
acuerdo a las concentraciones estandar que se escogieron para la validacién, se tomo la
menor y se leyd. Se determino de la siguiente manera:

Limite de deteccion (LOD)=yg + 3Sg?
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacion de dureza célcica por el método complexométrico, se establecié el
limite de deteccién en 3,04 mg CaCOs/L, para una concentracion de 1,5 mg CaCOsl/L,
obteniéndose un volumen de 0,08 mL en la lectura de las respectivas muestras para esta
concentracion.

> Limite de cuantificacion

El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccidon, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccidon no es cuantificable.

Limite de cuantificacién (LOQ) = yg + 10Sg?
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Donde:

ys: Concentracion cuantificable del estandar
Se: Desviacion estandar

El limite de cuantificacion se determiné para la validacién de dureza célcica método de
complexometria en 6,63 mg CaCOs/L, que corresponde a la menor cantidad de analito
gue puede determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones
establecidas. Lo que indica que el valor de 6,63 es lo que me puede cuantificar el
método, ya que un dato por encima de este el volumen se hace mayor y muy por debajo
se hace imposible de ver y de leer y lo que se buscaba era determinar la menor cantidad
que la titulacion complexométrica pudiera considerar inferior para una medida cuantitativa
precisa.

6.2.9 CONCLUSIONES

> El proceso de validacion para la determinacion de dureza célcica por el método
complexométrico fue de facil ejecucion dando 6ptimos resultados en cuanto a los
parametros de exactitud y precision, que confirma la aplicabilidad del método en el
LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA para la matriz agua.

» En el momento de la titulacion con EDTA se homogeniz6 muy bien el indicador
con la solucién que contiene carbonato de calcio (CaCOs3), pues es un punto clave
para la correcta toma de volumen gastado, en especial la Ultima gota que es
decisiva para calcular los mg Ca/L y los mg CaCOs/L que hay tanto para muestras
provenientes del PICCAP como para concentraciones estandar de 5,0y 12 ppm.

» Los limites de deteccion y de cuantificacion se aplicé con el fin de determinar la
minima y la menor cantidad que el método puede leer y cuantificarse para tener
una certeza de un valor permisible y confiable que se pueda reportar en la
validacion llevada a cabo en este proceso.

» La determinacion de la dureza es una prueba analitica que proporciona una
medida de la calidad del agua potable.

6.2.10 RECOMENDACIONES

» Las muestras a tratar en la determinacién de dureza célcica por el método
complexométrico, deben estar a una temperatura ambiente lo recomendado es
25°C, pues este factor influye en los resultados analiticos, pues de acuerdo a la
variacion de la temperatura esta aumenta o disminuye segun la velocidad en que
se lleve a cabo la reaccion.

» Hacer los ajustes pertinentes de pH con NaOH para que sea complejado el calcio
con el EDTA llevandolo a un pH =14 y observar mejor el cambio de color.
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» No adicionar mas de 0,2 g del indicador para la titulacion. Titular inmediatamente
después de la adicion del indicador porque es inestable bajo condiciones alcalinas.
Para facilitar el reconocimiento del punto final, titular siempre frente a un testigo o
blanco.

» Mantener el material limpio para eliminar posibles errores que intervengan en el
andlisis.
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6.3 VALIDACION DE DUREZA TOTAL
METODO COMPLEXOMETRICO

6.3.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, limite de deteccion y limite de
cuantificacion que servirdn como criterios de confianza para la determinacion de dureza
total por el método complexométrico.

6.3.2 FUNDAMENTO TEORICO

La dureza o grado hidrotimétrico de una agua corresponde a la suma de las
concentraciones de cationes metalicos con la excepcion de la de los metales alcalinos y
del ion hidrogeno. En la mayoria de los casos la dureza se debe principalmente a los
iones calcio y magnesio, a los que se afiaden algunas veces los iones hierro, aluminio,
manganeso Yy estroncio.

La dureza se llama todavia dureza célcica y magnésica o consumo de jabon. Se expresa
en miliequivalentes de concentracion de CaCOs;. También se da muy a menudo en
grados franceses.

En el agua se determinan:

Dureza total: Es la suma de las durezas calcica y magnésica.

Dureza célcica: Corresponde al contenido global de sales de calcio.

Dureza magnésica: Corresponde al contenido global de sales magnesio

Dureza carbonatada o valor alcalimétrico completo: Es la suma de las alcalinidades
carbonatada y bicarbonatada.

Dureza permanente o no carbonatada: Es la dureza que persiste después de la
ebullicion el agua y corresponde a los sulfatos de calcio y magnesio.

Dureza temporal: Es la diferencia de la dureza total y la permanente. Si la dureza total
es igual o inferior a la carbonatada se debe completamente a los carbonatos y
bicarbonatos; si es mas elevada entonces existe una dureza no carbonatada que de
hecho, corresponde a la dureza permanente (sulfato de calcio y de magnesio y
accesoriamente cloruros y nitratos).

El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL
AGUA POTABLE” da un valor de 160 mg/L para dureza total en agua potable y de 180
mg/L para agua segura.

6.3.3 REACTIVOS

> Solucién buffer
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» Indicador Negro de Eriocromo T (Sal de sodio de 1-(1-hidroxi-2-naftilazo-5-
nitro-2-naftol-4-acido sulfonico))

» Solucion estandar de EDTA 0,01M
» Solucion estandar de Calcio
» Solucién estandar de Magnesio
6.3.4 MATERIALES Y EQUIPOS
Aparatos de soporte
> Agitador magnético.
» Buretas de vidrio Boro silicato de 50 y 25 mL
» Balanza analitica, sensibilidad 0,01 mg
» Magnetos con su atrapa magneto
» Peras de caucho
» Pinzas
» Pipetas volumétricas de 1y aforadas de 2; 5; 10y 25 mL
» Soporte universal
» Vasos de precipitados de 100 y/o 200 mL

6.3.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para andlisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995
La preparacién de los estdndares y de reactivos se hizo de la siguiente manera:

» Solucién buffer:
Disolver 16,9 g de cloruro de amonio (NH4Cl) en 143 mL de hidréxido de amonio
concentrado (NH4OH). Afadir 1,25 g de sal de magnesio de EDTA vy diluir a 250 mL con
agua destilada. Almacenar esta solucion en envase plastico o en vidrio de borosilicato.
Tapar muy bien para evitar pérdidas de amoniaco (NH3). El tiempo de almacenaje debe
de ser no superior a un mes.
Si la sal de magnesio de EDTA no es posible tenerla, disolver 1,179 g de sal de sodio de
etilendiamino tetraacético (EDTA) y 780 mg de sulfato de magnesio (MgSO4.7H,0) o 644
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mg de cloruro de magnesio (MgCl,.6H>O). Adicionar y mezclar con la solucion que se
menciond antes y completar a 250 mL. Para obtener mayor exactitud, ajustar a
equivalentes exactos con EDTA con pequefias concentraciones de EDTA. Se agreg6 un
gramo de EDTA.

Nota: experimentalmente luego de preparar esta solucién se realizo la siguiente prueba:

Se adicion6 un (1) mL del buffer anterior a 25 mL de una solucién de 0,5 ppm de
magnesio y 0,2g de indicador de Negro de Eriocromo T, gastandose 0,6 mL de titulante.

Luego se hizo otra prueba; se adicioné 1 mL del buffer anterior a 25 mL de una solucion
de 0,5 ppm de calcio, y una cantidad minima mas o menos 0,29 de indicador de Negro de
Eriocromo T; se tituld con el respectivo titulante de EDTA, gastandose 0,1 mL de titulante.

» Indicador Negro de Eriocromo T (Sal de sodio de 1-(1-hidroxi-2-naftilazo-5-
nitro-2-naftol-4-acido sulfénico): disolver 0,5 g en 100g de 2, 2, 2-trietanolamina.
Afadir dos gotas por cada 50 mL de muestra titulada.

» Solucién estandar de EDTA 0,01M: pesar 3,732 g de reactivo grado analitico
etilendiaminotetraacético disédico dos aguas (EDTA), disolver en agua
desionizada y diluir a 1000 mL. Estandarizar contra una solucién estandar de
calcio.

» Solucién estandar de Calcio: pesar 1,000 g de CaCOgs anhidro (reactivo primario)
en un erlenmeyer de 500 mL. Adicionar lentamente HCI 1:1 hasta la completa
disolucion del CaCOs. Afadir 200 mL de agua desionizada y hervir por unos
pocos minutos para eliminar el CO,. Enfriar y adicionar unas gotas de indicador de
rojo de metilo y ajustar al color naranja intermedio por adicion de NH,OH 3N o HCI
1:1 y diluir con agua a 1000 mL. 1 mL = 1,00 mg CaCO:.

» Solucién patrén de calcio y de magnesio: tomar 20 mL de la solucién patrén
titrisol de1000 ppm de calcio y 12,15 mL de magnesio y aforar a 500 mL con
agua destilada y de ahi tomar las respectivas alicuotas de las diferentes
concentraciones estandares que se van a leer y completar a 25 mL con agua
destilada.

6.3.6 PROCEDIMIENTO

Para el andlisis de dureza total por el método complexométrico se siguié el procedimiento
2130 (A-B) descrito en el protocolo para andlisis de aguas Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater ediciéon 19. El siguiente fue el grupo basico de
muestras que se leyé durante 5 ensayos con su respectiva réplica de los que consta el
proceso de validacion.

» PM1: Patron para dureza total (Minerales 1-1.1), proveniente del PICCAP
(Programa Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).
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» PM2: Patron para dureza total (Minerales 2-2.2), proveniente del PICCAP
(Programa Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).

Ademas de preparar una solucion de 1000 ppm de calcio y una de 1000 ppm de
magnesio siendo esta un titrisol con su respectivo certificado de calidad.

A partir de la soluciones de 1000 ppm de ambas se prepard una solucion de 230 mg
CaCOg/L en donde hubiera 115 ppm de calcio y 115 de magnesio para una concentracion
correspondiente de 40 ppm de Calcio y 24,3 ppm de Magnesio a un volumen de 500 mL
con el fin de proceder a la validacion de esta metédica y preparar los respectivos
estandares de 24; 58; 115 y 138 mg CaCOx4/L para la determinacion de dureza total.

6.3.7 RESULTADOS

El calculo de la determinacion de dureza total es expresado en unidades de mg CaCOa/L,
el resultado es calculado directamente tanto para las muestras provenientes del PICCAP
como de las solucion patron de 1000 ppm con la que se preparé la de 230 mg CaCOgs/L y
de esta las demas concentraciones estandar de 24; 58; 115 y 138 ppm de calcio y de
magnesio.

DT= 2,497(ppm Ca)+4,118(ppm Mg)

Parametros estadisticos de los resultados analiticos para muestras patrén
provenientes del PICCAP

No. Ensayo mgCaCOs/L
PM1 PM2
1 86,069 63,251
88,070 63,651
2 80,064 60,849
80,064 59,648
3 80,064 58,847
80,064 58,847
4 80,064 59,648
80,064 58,447
5 80,064 56,445
80,064 56,845
Promedio 81,465 59,648
Desviacion estandar 2,991 2,387

Numero de datos 10 10
Minimo 80,064 56,445
Maximo 88,070 63,651
Intervalo 8,006 7,206
Thajo 0,468 1,342
Talto 2,208 1,677
T tedrico 2,180 2,180

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos
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Nota: Estos datos fueron sometidos bajo el criterio de rechazo de datos, dando como resultado todos
los datos aceptados.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nimero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

Parametros estadisticos de los resultados definitivos para muestras patron
provenientes del PICCAP.

No. Ensayo mg CaCOs/L

PM1 PM2

1 86,069 63,251

88,070 63,651

2 80,064 60,849

80,064 59,648

3 80,064 58,847

80,064 58,847

4 80,064 59,648

80,064 58,447

5 80,064 56,445

80,064 56,845

Promedio 81,465 59,648
Desviacion estandar 2,991 0,010
%CV 3,672 0,017
%Error 0,910 0,220

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
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Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg CaCOs/L
Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,124 | 57,974 | 114,791 138,163
2 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
3 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
4 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
5 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
Promedio - 24,114 | 57,857 | 114,859 138,158
Desviacion estandar - 0,003 | 0,041 0,024 0,002
Nimero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 24,113 | 57,844 | 114,791 138,157
Maximo - 24,124 | 57,974 | 114,866 138,163
Intervalo - 0,011 | 0,130 0,075 0,006
Tbajo - 0,316 | 0,316 2,846 0,316
Talto - 2,846 | 2,846 0,316 2,846
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 3. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg CaCOa/L
Bk Eb Emb Ema Ea
mg CaCOz/L tedrico 0 24 58 115 138
1 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 | 138,157
0,00 | 24,124 | 57,974 | 114,791 138,163
2 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
3 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
4 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
5 0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
0,00 | 24,113 | 57,844 | 114,866 138,157
Promedio - 24,114 | 57,857 | 114,859 138,156
Desviacion estandar - 0,003 0,041 0,024 0,007
%CV - 0,014 0,071 0,021 0,005
%Error - 0,475 0,247 0,123 0,113

Tabla 4. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion
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» Limite de deteccién y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta de la titulacion
complexométrica para dureza total en funcién del limite de deteccién y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR mg CaCOg/L VOLUMEN (mL)
GASTADOS CON
EDTA
| 15,7 | | 16,013 | 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
16,013 0,4
PROMEDIO 16,013
DESVIACION ESTANDAR 0,094
LIMITE DE DETECCION 15,98
| LIMITE DE CUANTIFICACION | [ | 16,64 | ] |

Tabla 5.Respuesta titulacibn complexométrica dureza total en funcién del limite de deteccién y de
cuantificacion.

Para hallar el dato de 16,013 mg CaCOs/L se tomaron los mL de EDTA gastados durante
la titulacion complexométrica en una concentracion estandar de 15,7 mg CaCOslL,
expresando de esta manera la dureza total en mg Ca/L y en mg Mg/L, conformando asi
los mg CaCOs4/L, obteniendo su limite de deteccion y de cuantificacion.

6.3.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al observar los datos experimentales de dureza total por el método complexométrico se
puede decir que:

» Precision
El parametro estadistico “precision”, se define como el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a una alicuota
de una muestra homogénea.

Para que el ensayo fuese mas representativo se tomaron dos muestras patron; las cuales
fueron suministradas por el PICCAP (Programa de Interlaboratorios de Control de Calidad
de Aguas Potables), asi como fue necesario preparar una solucion patrén de 1000 ppm
de calcio y una de 1000 ppm de magnesio como punto de referencia para preparar una
solucion de 25 ppm y de ahi una de 5,0 y otra de 12 ppm tanto para calcio y magnesio,
gue fueron luego expresadas en mg CaCOs/L. Esto se hizo con el fin de seguir el proceso
de validacion de las diferentes metddicas llevadas a cabo en el laboratorio.

39



Las muestras patrén provenientes del PICCAP analizadas durante el proceso de
validaciéon dan valores de 2,991 para el pardmetro de la desviacion estandar y de 3,672
para el parametro de coeficiente de variacion en PM1: Patron para dureza calcica
(Minerales 1-1.1), lo que indica un alto grado de variacién en los resultados
obtenidos, esto se debe a factores que alteran de una manera u otra el analisis tales
como: la temperaturay el pH y para PM2: Patron para dureza célcica (Minerales 2-2.2),
se obtuvo 2,387 para desviacion estandar y para coeficiente de variaciéon 4,002,
revelando asi una buena precisién entre una replica y otra.

Para la solucién patrén de 24 ppm de calcio y de magnesio los datos obtenidos fueron:
para la desviacion estandar 0,003 y de 0,014 para el coeficiente de variacion; para la
solucién patrén de 58 ppm de calcio y de magnesio, la desviacion estandar fue de 0,041 y
el coeficiente de variacion fue de 0,071, para la de 115 ppm de calcio y de magnesio, la
desviacion estandar fue de 0,024 y el coeficiente de variacion fue de 0,021, para la de 138
ppm de calcio y de magnesio, la desviacion estandar fue de 0,007 y el coeficiente de
variacion fue de 0,005, esto significa que hubo una excelente precision.

» Exactitud
El parametro estadistico “exactitud” esta definido como la capacidad del método analitico
para obtener resultados lo mas préximos al valor verdadero. A diferencia de la precisién
gue refleja el error aleatorio, la exactitud refleja el error sisteméatico o la tendencia a él.

El porcentaje de error para ambos patrones de dureza total por el método
complexométrico fue bajo dando valores de 0,910 y 0,220% respectivamente para las
muestras provenientes del PICCAP y para la solucion patrén de 24; 58; 115y 138 ppm
tanto de calcio como de magnesio fue de 0,475; 0,247; 0,123 y de 0,113%
respectivamente.

Los resultados obtenidos expresados en porcentaje de error nos muestra la buena
exactitud del método, minimizando de esta manera los errores sistematicos que pueden
haber.

» Limite de deteccion
El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefal en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccidn es calculado con la minima concentracion que se puede leer de
acuerdo a las concentraciones estandar que se escogieron para la validacién, se tomo la
menor y se leyd. Se determino de la siguiente manera:

Limite de deteccién (LOD)=ys + 3Sg?
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar
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En la determinacién de dureza total por el método complexométrico, se estableci6 el
limite en 15,98 mg CaCOs/L, para una concentracion de 15,7 mg CaCOs/L, obteniéndose
un volumen de 0,4 mL en la lectura de las respectivas muestras para esta concentracion.

» Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que ésta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccién no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg*
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Se: Desviacion estandar

El limite de cuantificacion se determind para la validacion de dureza total método de
complexometria en 16,64 mg CaCOx3/L, que corresponde a la menor cantidad de analito
gque puede determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones
establecidas. Lo que indica que el valor de 16,64 es lo que me puede cuantificar el
meétodo, ya que un dato por encima de este el volumen se hace mayor y muy por debajo
se hace imposible de ver y de leer y lo que se buscaba era determinar la menor cantidad
gue la titulacién complexométrica pudiera considerar inferior para una medida cuantitativa
precisa.

6.3.9 CONCLUSIONES

» EIl proceso de validacién para la determinacion de dureza total por el método
complexométrico fue de facil ejecuciéon dando 6ptimos resultados en cuanto a los
pardmetros de exactitud y precision, que confirma la aplicabilidad del método en el
LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA para la matriz agua.

» Los limites de deteccion y de cuantificacién se aplicd con el fin de determinar la
minima y la menor cantidad que el método en este caso fue titulacion
complexométrica puede leer y cuantificarse para tener una certeza de un valor
permisible y confiable que se pueda reportar a la validacion llevada acabo durante
este proceso.

» Los datos obtenidos en el proceso de validacion para las muestras provenientes

del PICCAP estuvieron dentro de los parametros establecidos (mg CaCOg/L) por
este programa de comparacién interlaboratorios dando asi la aprobacién para la
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6.3.10

validacion de dureza total en el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA para la
matriz agua.

RECOMENDACIONES

Las muestras a tratar en la determinacion de dureza total por el método
complexométrico, deben estar a una temperatura ambiente, pues este factor
influye altamente en los resultados analiticos.

Hacer los ajustes pertinentes de pH con solucién Buffer con el fin de impedir la
precipitacion del magnesio, permitiendo determinar la suma de los iones calcio y
magnesio con EDTA como titulante para observar mejor el cambio de viraje.

Para asegurar que haya suficientes iones magnesio y el indicador funcione
adecuadamente, a veces se afiade al amortiguador o al titulante una pequefia
concentracion del quelato de magnesio y EDTA.

El magnesio que forma el complejo de EDTA menos estable de los cationes
multivalentes que existen en las muestras normales de agua, no se compleja con
EDTA hasta que se adicione en cantidad suficiente de negro de eriocromo T que
puede ser adecuado en las titulaciones de la dureza del agua.

Mantener el material limpio para eliminar posibles errores que intervengan en el
andlisis.
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6.4 VALIDACION DE NITRITOS
METODO DE ZAMBELLI

6.4.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y linealidad, que servirdn como criterios de confianza
para la determinacion de nitritos por el método de Zambelli.

6.4.2 FUNDAMENTO TEORICO

Segun el origen de las aguas, la cantidad en nitritos es bastante variable. El método del
reactivo de Zambelli puede aplicarse para contenidos en iones NO> superiores a 50 pg/L.
El acido Sulfanilico en medio de acido clorhidrico y en presencia del ion amonio y de
fenol, forma con los iones nitroso (NO2'), un complejo de color amarillo, cuya intensidad
es proporcional a la concentracién o cantidad de nitritos en la muestra. Es necesario
tener presente que existen otros métodos un poco mas sensibles como el método de la
Sulfanilamida. Se aplica en aguas completamente transparentes y si no lo fueran se debe
de llevar a cabo un tratamiento a la muestra con una suspensién de hidroxido de
aluminio.

El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL
AGUA POTABLE” da un valor de 0,1 mg/L para nitratos en agua potable y de 1,0 mg/L
para agua segura.

6.4.3 REACTIVOS

» Agua destilada y desmineralizada.

» Solucién Reactivo de Zambelli (R. Z.): contiene
Acido clorhidrico

Acido Sulfanilico

Agua destilada

Cloruro de amonio

Fenol cristalizado

» Solucién patron de Nitrito (NaNO2) de 100 mg NO/L

» Solucién estandar de Nitrito de 2,5 mg NO/L

6.4.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Espectrofotbmetro con regién visible
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> Balones aforados de 25, 50 y 100 mL
» Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL
» Vasos de precipitado de 100 mL

6.4.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de las
aguas, J. Rodier. Ediciones Omega, S.A., Barcelona 1981.

» Reactivo de Zambelli: Introducir en un matraz aforado de un (1) L &cido
clorhidrico y agua destilada. Después disolver el acido sulfanilico y el fenol en el
matraz calentando ligeramente a bafio maria. Después de la disolucién completa,
adicionar el cloruro amonico y agitar hasta disolucién. Dejar enfriar y ajustar el
volumen de la solucién con un (1) L de agua destilada.

Preparacion del reactivo:
HCI puro:260 mL

Acido Sulfanilico: 5 ¢
Fenol cristalizado: 7,5 g
Cloruro amonico:135 g
Agua destilada: 625 mL

» Solucién patron de Nitrito (NaNO2) de 100 mg NO~/L: pesar 0,03750 g de Nitrito
de Sodio (NaNQOy), previamente pulverizados en un mortero para 250 mL.

» Solucién estandar de Nitrito de 2,5 mg NO7/L: tomar 2,5 mL de la solucion
patrén de 100 mg NO™»/L y completar a 100 mL con agua desionizada.

» Hidréxido de Amonio (NH4OH)

6.4.6 PROCEDIMIENTO

Para el andlisis de nitritos por el método de Zambelli se sigui6 el procedimiento descrito
en el protocolo para andlisis de las aguas. J. Rodier. Ediciones Omega, S.A., Barcelona
1981.

El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyd durante 5 ensayos con su
respectiva replica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de reactivos

Eb: Estandar de nitrito de concentracién baja = 0,025 mg NO /L

Emb: Estandar de nitrito de concentracion media baja = 0,050 mg NO/L
Ema: Estandar de nitrito de concentraciéon media alta = 0,075 mg NO2/L
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Ea: Estandar de nitrito de concentracion alta = 0,100 mg NO2/L

El proceso de validacion se inicio el dia dieciocho (18) de abril a las 12h: 22min, hasta el
dia veintidds (22) del mismo mes.

Los estandares de las diferentes concentraciones analizadas se prepararon el primer dia,;
a partir de una solucién patrén de 2,5 mg NO;/L, los datos que se obtuvieron seran
reportados en la tabla de parametros analiticos.

6.4.7 RESULTADOS
El calculo de la determinacién de nitritos es hallado por la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 435 nm de cada estandar o patrén incluyendo la curva de calibracion

se procede a determinar la concentracion de la muestra.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg NOz/L

BK Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,024 | 0,047 | 0,075 0,101
0,00 | 0,025 | 0,051 | 0,074 0,100
2 0,00 | 0,024 | 0,047 | 0,079 0,099
0,00 | 0,025 | 0,051 | 0,074 0,100
3 0,00 | 0,028 | 0,047 | 0,073 0,102
0,00 | 0,027 | 0,048 | 0,073 0,102
4 0,00 | 0,025 | 0,048 | 0,074 0,102
0,00 | 0,025 | 0,052 | 0,076 0,099
5 0,00 | 0,026 | 0,052 | 0,073 0,100
0,00 | 0,024 | 0,050 | 0,074 0,101
Promedio - 0,025 | 0,049 | 0,075 0,101
Desviacion estandar - 0,001 | 0,002 | 0,002 0,001

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,024 | 0,047 | 0,073 0,099
Méaximo - 0,028 | 0,052 | 0,079 0,102
Intervalo - 0,004 | 0,005 | 0,006 0,003
Thajo - 0,972 | 1,090 | 0,815 1,363
Talto - 2,019 | 1,279 | 2,444 1,193
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nimero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T teérico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg NOz/L

Bk Eb Emb Ema Ea
mg NO27/L tebrico 0 0,025 | 0.050 | 0,075 | 0,100
1 0,00 | 0,024 | 0,047 | 0,075 | 0,101
0,00 | 0,025 | 0,051 | 0,074 | 0,100
2 0,00 | 0,024 | 0,047 | 0,079 | 0,099
0,00 | 0,025 | 0,051 | 0,074 | 0,100
3 0,00 | 0,028 | 0,047 | 0,073 | 0,102
0,00 | 0,027 | 0,048 | 0,073 | 0,102
4 0,00 | 0,025 | 0,048 | 0,074 | 0,102
0,00 | 0,025 | 0,052 | 0,076 | 0,099
5 0,00 | 0,026 0,073 | 0,100
0,00 | 0,024 | 0,050 | 0,074 | 0,101
Promedio - 0,025 | 0,049 | 0,075 | 0,101
Desviacion estandar - 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,001
%CV - 5,287 | 4,082 2,471 1,167
%Error - 1,200 | 2,000 | 0,667 | 0,600

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracidn de nitritos
La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva
de calibracién de nitritos en un intervalo de concentraciéon entre 0,0 y 0,1 mg NO~ /L.

Concentracion Abs %T log C Abst T (AC/C)/IAT?
mg/L Error relativo
0,000 0,00 100,00 0,00 1,00
0,025 0,014 96,828 -1,602 3,172 0,968 32,016
0,050 0,028 93,756 -1,301 6,244 0,938 16,532
0,075 0,042 90,782 -1,125 9,218 0,908 11,383
0,100 0,056 87,902 -1,000 12,098 0,879 8,817

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracién de nitritos.
L Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia

Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracion
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
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%T = 10@-Abs)

T = %T/100

Abst =100 - %T
(ACIC)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM

0,120

0,100 /%
0,080 #

0,060 A

0,040

0,020 L

0,000

Absortividad (100-%T)

1 10 100

Concentracion mg NO2/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

> Curva de Crawford

CURVA DE CRAWFORD

20 /
e

Error relativo

B
i) —
5
0

86 88 90 92 94 96 98 100 102

% Transmitancia

Grafica 2. Curva de Crawford
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La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

> Curva de calibracion comparativa
Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacién promedio de 0,99863 y una
pendiente promedio de 0,56160.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicién de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curva de calibracién comparativa

0,060
0,050 /
0,040

0,030

0,020 _—

0,010 =

0,000 ; ; ; ;

0,00 0,03 0,05 0,08 0,10 0,13
Concentracion mg NO2/L

|—DIAL1 —DIA2  DIA3 — DIA4 —DIAS5|

Absorbancia

Grafica 3. Curva de calibraciébn comparativa
Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.

Los coeficientes de correlacién de cada una de las gréficas se puede observar en la
siguiente tabla:

No. DE ENSAYO COEFICIENTE DE

Y FECHA CORRELACION (1)
No. 1 — 2006 — 04 — 18 0,99918
No. 2 — 2006 — 04 — 19 0,99845
No. 3 — 2006 — 04 — 20 0,99811
No. 4 — 2006 — 04 — 21 0,99811
No. 5 — 2006 — 04 — 22 0,99931

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlaciéon

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias
Ensayo No. 1/2006 - 04 - 18
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No. mg NO»/L |

|
| Bk Eb Emb Ema  Ea |
|

+ 0,00 0,013 0,026 0,042 0,057]

| 0,00 0,014 0,028 0,041 0,055 |

[Pendiente 0.56000 |
[Intercepto -0,00040 |
| Correlacion 0,9997 |

Tabla 5. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 1

Curva de calibracion dia 1

0,060

0,050 A
0,040 ‘/
0,030
0,020 /
0,010 e
y = 0,56000x - 0,00040

0,000 ‘ \ \ \

0,00 0,03 005 008 0,10 0,13
Concentracion mg NO2/L

Absorbancia

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1

Ensayo No. 2 /2006 — 04 -19

No. mg NO2/L |

|
| Bk Eb Emb Ema Ea |
| 0,00 0,012 0025 0042  0,053]

N

| 0,00 0014 0,028 0041  0,055]

[Pendiente 0.54600 |
| Intercepto -0,00030 |
| Correlacion 0,99845 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2
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Curva de calibracion dia 2

0,060

_*

0,050

0,040
0,030

0,020 //

0,010 y = 0,54600x - 0,00030

0,000 T T T T
0,00 0,03 0,05 0,08 0,10 0,13

Absorbancia

Concentracién mg NO2/L

Gréfica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 — 04 - 20

| No mg NO2/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,016 0,027 0,042 0,059
0,00 0,016 0,028 0,042 0,059

Pendiente 0,57600

Intercepto 0,00010
Correlacion  0,99811
Tabla 7. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 3

Curva de calibracion dia 3

0,060 /
0,050

5 /
o
© 0,040
) /
2 0,030
5 /‘
2 0,020 /
0,010 y = 0,57600x + 0,00010
0,000 T T T T
0,00 0,03 0,05 0,08 0,10 0,13

Concentracion mg NO27/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 — 04 - 21
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| No. mg NO2/L |

Ensavn
| Bk Eb Emb Ema Ea |
| 4 0,00 0013 0,026 004l _ 0,057]
I 0,00 0,014 0,028 0041  0,053]
| Pendiente 0,55000 |
[ Intercepto -0,00030 |
| Correlacion 0,99811 |

Tabla 8. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 4

Curva de calibracién dia 4

0,060
*

0,050 Prad
0,040 //
0,030 /
0,020 /
0,010

y = 0,5500x - 0,0003

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 0,03 0,05 0,08 0,10 0,13

Absorbancia

Concentracién mg NO2/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4

Ensayo N°5/2006 — 04 — 22

| No. mg NO2/L |

Ensavn

Bk FEb Emb Ema FEa |

| 0,00 0,015 0,030 0,042 0,057]

I 0,00 0,014 0,029 0,043 0,059‘

| Pendiente 0,57600 |
[ Intercepto 0,00100 |
| Correlacion 0,99931 |

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5
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Curva de calibracion dia 5

0,060 /
0,050
s &
o 0,040
c
G
2 0,030
o
a 0,020
< /./
0,010
y = 0,5760x + 0,0001
0,000 : : : :
0,00 0,03 0,05 0,08 0,10 0,13

Concentracién mg NO2/L

Gréfica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracion (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 0,56160 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcién de la
concentracion.

Coeficiente

Fecha Pendiente -
de correlacion

| Promedio 0,56160 0,99863 |
| Desviacidn estandar  0,01261 0,00058 |
Sensibilidad
calibracion 0,56160

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad
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Se asume la sensibilidad del método como la pendiente promedio de las curvas de
calibracion (curvas de trabajo), el valor a reportar es de 0,56160, lo que significa que este
valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de la concentracion.

> Limite de deteccién y cuantificacion
En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del colorimetro para nitritos
en funcion del limite de deteccion y de cuantificacion:

CONCENTRACION ESTANDAR ABSORBANCIAS MEDIDAS
0,01 0,006
0,004
0,006
0,006
0,006
0,004
0,006
0,006
0,004
0,006
PROMEDIO 0,005
DESVIACION ESTANDAR 0,002
LIMITE DE DETECCION 0,01
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,03
Tabla 11.Respuesta colorimetro para nitritos en funcion del limite de deteccién y de cuantificacion.

El colorimetro me da las lecturas obtenidas por cada muestra de la cual los resultados
dados se incluye el promedio en la curva de calibracion es decir 0,005 hallando de esta
forma asi el limite de deteccién y de cuantificacion.

6.4.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al observar los datos experimentales de nitritos por el método de Zambelli se puede decir
que:

» Precision
El pardmetro estadistico “precision”, definiéndolo en términos del coeficiente de variacion
para concentraciones de soluciones estandares preparadas menores de 0,1 mg NO=/ L
esta por de bajo del 5%.

De acuerdo al intervalo de concentracién que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,025 — 0,1 mg NO~; /L) se pudo observar que la precisién para esta técnica es
muy buena pues los resultados obtenidos son cercanos a los que hace referencia la
literatura.

> Exactitud
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Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estandares de concentraciones menores de 0,1 mg NO=/L
utilizadas en este proceso de validacién se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,600 y 2,000%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacion de nitritos método de Zambelli por colorimetria.

» Curva de calibracion
La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,025; 0,050; 0,075 y 0,100 mgNO-/L,
principalmente en el intervalo de concentracion de 0,075 a 0,100 mgNO:/L en el que se
cumple la ley de Beer.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estdn entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debi6 a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curvade calibracién comparativa
Se puede notar una buena concordancia entre ellas, aunque se observa diferencia entre
los dias dos (2), cuatro (4) y cinco (5) (Grafica No 3 y Tabla No 4), que obedecié
posiblemente a elementos que afectaron la sensibilidad como:
» Paso optico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).
» Absorbancia (velocidad de aspiracion del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion +
desviacion estandar (0,56160 + 0,01261) .El valor a reportar es de 0,56160, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccion
El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.
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Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracién que puede leer el
espectrofotdbmetro Spectronic 20D modelo 333175 de acuerdo con las concentraciones
estandar que se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se ley6. Se determiné
de la siguiente manera:

Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg!
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Se: Desviacion estandar

En la determinacion de nitritos por el método de Zambelli, utilizando el equipo del
LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA espectrofotometro Spectronic 20D modelo
333175 con base a los patrones de la curva de calibracion, se establecio el limite en 0,01
mgNO~/L, para una concentracion de 0,03 mgNO~/L, obteniéndose unas lecturas de
absorbancia que oscilaban entre 0,006 y 0,004 de las respectivas muestras para esta
concentracion ; esto significa que es lo minimo que puede leer el equipo a esta
concentracion para nitritos.

> Limite de cuantificacién
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracion que se emple6 para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacion
estandar, ademas el limite de deteccion no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg?
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determind para la validacién de nitritos método de Zambelli el limite de cuantificacion
en 0,01 mgNO~-/L, para 0,03 mgNO~/L lo que corresponde a la menor cantidad de analito
gue puede determinarse con precisibn y exactitud razonables en las condiciones
establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentraciébn dada el equipo
puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este dato,
pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentraciéon y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacién de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportandose 2,78 para P= 0,05.
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6.4.9

CONCLUSIONES

La longitud de onda 6ptima para realizar la determinacion de nitritos método de
Zambelli por colorimetria es de 435 nm.

Segun la curva de Ringbom los mejores datos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 0,05y 0,1 mgNO~/L.

La curva de calibracion comparativa para concentraciones de 0,0 a 0,1 mg NO~/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99863 confirmando una buena relacion
entre la concentracion y la absorbancia.

El método presenta una sensibilidad de calibracion de 0,99863, la cual
corresponde a la pendiente de la curva de calibracion que puede producir un
resultado significativo.

El limite de deteccion para la determinacion de nitritos método de Zambelli por
colorimetria es 0,02 mg NO2/L. Este limite es la concentracion minima que pudo
ser medida con una exactitud aceptable.

El limite de cuantificacidbn que se determiné para nitratos fue de 0,03 mg NO>/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse y cuantificarse
con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una
concentracion estandar de 0,01 mg NO2/L.
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6.5 VALIDACION DE NITRATOS
METODO DEL SALICILATO DE SODIO

6.5.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precisién, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y linealidad que serviran como criterios de confianza
para la determinacion de nitratos por el método del salicilato de sodio.

6.5.2 FUNDAMENTO TEORICO

En presencia de salicilato de sodio, los nitratos dan el paranitrosalicilato de sodio de color
amarillo susceptibles de una determinacion colorimétrica y es estable por lo menos una
hora. Este método solo es aplicable a aguas claras. El Decreto 475 de 1998 del Ministerio

de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL AGUA POTABLE” da un valor de 10
mg/L para nitratos en agua potable y de 10 mg/L para agua segura.

6.5.3 REACTIVOS
» Agua destilada Tipo Ill., agua destilada y desmineralizada
» Solucién de salicilato de sodio 5%, preparado cada 24 horas
> Acido sulfdrico concentrado
» Solucién de hidréxido de sodio y de tartrato doble de sodio y potasio
» Solucién patron de 100 mg/L nitrégeno nitrico
» Solucién estandar de 5 mg/L de nitrégeno nitrico
6.5.4 MATERIALES Y EQUIPOS
» Espectrofotbmetro con regién visible
» Erlenmeyers de 250 mL
» Pipetasde 1,5y 25 mL
> Peras de caucho

» Balanza analitica de sensibilidad 0,01 mg
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> Pesa sustancias

6.5.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de las
aguas, J. Rodier. Ediciones Omega, S.A., Barcelona 1981.

» Solucién de salicilato de sodio 5%, preparado cada 24 horas: pesar 0,25 g de
salicilato de sodio y disolverlo en 5 mL de agua destilada.

» Acido sulfdrico concentrado.

» Solucién de hidréxido de sodio y de tartrato doble de sodio y potasio: pesar
400 g de hidroxido de sodio, 60 g de tartrato doble de sodio y potasio y llevar a un
(1) litro con agua destilada. Esta solucion se debe almacenar en envase de
polietileno.

» Solucién patrén de 100 mg/L nitrégeno nitrico: pesar 0,722 g de nitrato de
potasio anhidro, agua destilada hasta casi enrase y 1 mL de cloroformo para
conservar esta solucion.

» Solucién estandar de 5 mg/L de nitrégeno nitrico: diluir 2,5 mL de la solucién
patron y llevar a volumen de 50 mL con agua destilada.

6.5.6 PROCEDIMIENTO

Para el andlisis de nitratos por el método del salicilato de sodio se sigui6 el procedimiento
descrito en el protocolo para andlisis de las aguas. J. Rodier. Ediciones Omega, S.A.,
Barcelona 1981.

El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos con su
respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de reactivos

Eb: Estdndar de nitrato de concentracion baja = 0,5 mg NOs/L

Emb: Estandar de nitrato de concentracion media baja = 1,0 mg NOs7/L
Ema: Estandar de nitrato de concentracion media alta = 2,5 mg NO3/L
Ea: Estandar de nitrato de concentracion alta = 5,0 mg NOz7/L

El proceso de validacién se inicio el dia veinticinco (25) de mayo a las 10h:35 min, hasta
el dia treinta y uno (31) del mismo mes. Los estdndares de las diferentes concentraciones
analizadas se prepararon el primer dia; a partir de una solucién patrén de 25 mg NO37/L.

6.5.7 RESULTADOS

El célculo de la determinacién de nitratos es hallado por la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 420 nm de cada estandar o patrén incluyendo la curva de calibracion
se procede a determinar la concentracién de la muestra.
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Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg NO3z7/L

BK Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,337 | 1,249 2,600 4,916
0,00 | 0,380 | 1,200 2,507 4,969
2 0,00 | 0,446 | 0,969 2,539 4,992
0,00 | 0,481 | 0,932 2,552 4,990
3 0,00 | 0,466 | 0,956 2,521 5,002
0,00 | 0,460 | 0,943 2,577 4,977
4 0,00 | 0,424 | 0,995 2,506 5,005
0,00 | 0,424 | 1,037 2,450 5,025
5 0,00 | 0,518 | 0,931 2,434 5,045
0,00 | 0,478 | 0,911 2,560 4,990
Promedio - 0,441 1,012 2,525 4,991
Desviacion estandar - 0,053 | 0,118 0,053 0,034

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,337 0,911 2,434 4,916
Méaximo - 0,518 | 1,249 2,600 5,045
Intervalo - 0,181 0,338 0,166 0,129
Tbhajo - 1,980 | 0,858 | 1,716 2,178
Talto - 1,453 | 2,006 1,428 1,563
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de

aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo

entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg NOsz7/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg NOz7/L tedrico 0 0,5 1,0 2,5 50
1 0,00 0,337 2,600 | 4,916
0,00 0,380 2,507 | 4,969
2 0,00 0,446 0,969 | 2,539 | 4,992
0,00 0,481 0,932 | 2,552 | 4,990
3 0,00 0,466 0,956 | 2,521 | 5,002
0,00 0,460 0,943 | 2,577 | 4,977
4 0,00 0,424 0,995 | 2,506 | 5,005
0,00 0,424 2,450 | 5,025
5 0,00 0,518 0,931 | 2,434 | 5,045
0,00 0,478 0,911 | 2,560 | 4,990
Promedio - 0,441 1,012 | 2,525 | 4,991
Desviacion estandar - 0,053 0,028 | 0,053 | 0,034
%CV - 11,946 | 2,752 | 2,091 | 0,691
%Error - 11,720 | 1,200 | 0,984 | 0,178

Donde:

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos

CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracién de nitratos

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva

de calibracién de nitratos en un intervalo de concentracion entre 0,0 y 5,0 NO; mg/L.

Abs %T log C Abst T (AC/C)/AT?
Concentracion Error relativo

mg/L
0,000 0,00 100,00 0,00 1,00

0,5 0,445 35,925 -0,301 64,075 0,359 2,717

1,0 1,005 9,895 0,000 90,105 0,099 4,366

2,5 2,529 0,296 0,398 99,704 0,003 58,037

5,0 4,990 0,001 0,699 99,999 0,000 8503,0

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracion de nitratos.
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! Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia

Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(AC/C)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM
£ 400
o\
=)
o
= p
8 2,00 1
©
= /
: al
<< 0,00
10 100 1000
Concentracion mg NO37/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD

50 \
0 ]\
30 \
20 \

10 \

0 \‘\ . . _ .

0 10 20 30 40 50 60
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% Transmitancia

Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

> Curva de calibracion comparativa
Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99934 y una
pendiente promedio de 1,00338.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

CURVA DE CALIBRACION COMPARATIVA

6,0

4,0 =

0,0 T T T T T
000 100 200 3,00 4,00 500 6,00

Concentracion mg NO37/L
|—DIA1 —DIA 2 DIA 3 DIA4 —DIAS |

Absorbancia

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

No. DE ENSAYO
Y FECHA

COEFICIENTE DE
CORRELACION (r)

No. 1 —2006 — 05 - 25 0,99757
No. 2 — 2006 — 05 — 26 0,99983
No. 3 — 2006 — 05 — 27 0,99980
No. 4 — 2006 — 05 — 30 0,99981
No. 5 —2006 — 05 -31 0,99970

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlacion

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006 — 05 — 25

Tabla 5. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

No. mg NOs7/L
E”g"‘y Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 0,337 1,249 2,600 4,916
0,00 0,380 1,200 2,507 4,969
Pendiente 0,99128
Intercepto 0,03150
Correlacion 0,99757

Absorbancia

Curva de Calibracion dia 1

6,0

5,0

/‘

4,0

> P
2,0

1,0

0,0

y =0,9913x + 0,0315

0,0 1,0 2,0

4,0 5,0 6,0

Concentracion mg NO37/L

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1
Ensayo No. 2 /2006- 05 — 26




[ No. mg NOz7/L |

Ensa

yo

Bk Eb Emb Ema Ea

[ 2 000 0446 0,969 2539 4,992 |
| 000 0481 0932 2,552 4,990 |

[ Pendiente 1,00553 |
[ Intercepto -0,01985 |

| Correlacion 0,99983 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curva de calibracion dia 2

6,0
5,0 o
Q 4,0
©
2 30
5 P
2 2,0
1,0
y = 1,0055x - 0,0198
0,0 : : : : :
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentraciéon NO37/L

Grafica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 — 05 - 27

No. mg NOs7/L |

|
| Bk Eb Emb Ema Ea |
| 000 0466 00956 2521 _ 5002]

op

| 000 0460 0943 2577  4.977]

| Pendiente 1,00547 |
| Intercepto -0,01695 |
| Correlacion 0,99980 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curva de Calibracién dia 3

6,0

5,0
o —
Q 40
3 3,0
o ’
<

1,0

y = 1,0055x - 0,0197
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Concentracion NO37/L
Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3
Ensayo No. 4 /2006 — 05 - 30
No. mg NOs7/L
Bk Eb Emb Ema Ea
p 0,00 0,424 0,995 2,506 5,005
0,00 0,424 1,037 2,450 5,025

Pendiente 1,00728

Intercepto -0,02650

Correlacion 0,99981

Tabla 8. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curva de Calibracién dia 4

6,0
< 50 22
% 4,0 /
2 30
§ 2,0 /
< 1.04 y = 1,0073x - 0,0265
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Concentracion NO37/L
Grafica 7. Curva de calibracion dia 4
Ensayo N°5/2006 —05-31
No. mg NOs7/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,518 0,931 2,434 5,045
0,00 0,478 0,911 2560 4,990
Pendiente 1,00734
Intercepto -0,02652
Correlacion 0,99970

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5
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Curva de Calibracion dia 5

6,0
5,0 /
4,0

3,0

2,0 /

1,0 -

0,0 T T T
0,0 10 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Absorbancia

y =1,0073x - 0,0265

Concentracion NO37/L

Gréfica 8. Curva de calibracion dia 5

» Sensibilidad del método
La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracion (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 1,00338 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcion de la
concentracion.

Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
26/05/2006 0,99128 0,99757
27/05/2006 1,00553 0,99983
28/05/2006 1,00547 0,99980
30/05/2006 1,00728 0,99981
31/05/2006 1,00734 0,99970
Promedio 1,00338 0,99934
Desviacion estandar 0,00610 0,0001
Sensibilidad 1,00338
calibracion

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad

Se asume la sensibilidad del método como la pendiente promedio de las curvas de
calibracion (curvas de trabajo), el valor a reportar es de 1,00338, lo que significa que este
valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de la concentracion.

» Limite de deteccidn y cuantificacion
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En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del colorimetro para nitratos
en funcién del limite de deteccién y de cuantificacion:

CONCENTRACION ESTANDAR ABSORBANCIAS MEDIDAS
0,1 0,003
0,002
0,003
0,002
0,003
0,002
0,003
0,003
0,002
0,003
PROMEDIO 0,003
DESVIACION ESTANDAR 0,03
LIMITE DE DETECCION 0,19
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,39
Tabla 6.Respuesta colorimetro para nitratos en funcion del limite de deteccion y de cuantificacion.

El colorimetro me da las lecturas obtenidas por cada muestra de la cual los resultados
dados se incluye el promedio en la curva de calibracion es decir 0,003 hallando de esta
forma asi el limite de deteccién y de cuantificacion.

6.5.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS
Al observar los datos experimentales de nitratos por el método del salicilato de sodio se
puede decir que:

» Precision
El pardmetro estadistico “precision”, definiéndolo en términos del coeficiente de variacion
para concentraciones de soluciones estandares preparadas menores de 5,0 mgNO37/L
esta por de bajo del 11%.

De acuerdo al intervalo de concentracién que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,5 — 5,0 mgNO37/L) se pudo observo que la precision o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca que de una manera u otra los resultados
cambien, aungue estos son pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 11% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacion estandar o su coeficiente de variacién que en este caso fue: 0,053 para 0,5
mgNO/L;0,028 para 1,0 mgNOs/L; 0,053 para 2,5 mgNO/L y 0,034 para 5,0 mgNO/L,
nos da el ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacién de la precision
de estos resultados obtenidos con la definicion dada anteriormente. No esta demés decir
gue para una concentracion de 0,5 mgNO/L el %de error es muy alto respecto de las
demas concentraciones, talvez por factores tales como la disoluciébn completa de la
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muestra con el salicilato de sodio al 5% en presencia del &cido sulfurico (H.SO.) que de
una manera u otra afecto la concentracion de esta, o una parte de la solucién no fue
absorbida por el haz luminoso si no que fue transmitida por el medio (pérdidas por
reflexion y por dispersion).

» Exactitud
Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estandares de concentraciones menores de 5,0 mgNO3s7/L
utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,178 y 11,720%.

Este porcentaje de error relativo revela y confirma una buena exactitud a excepcién de la
concentracion de 0,5 mgNOz7/L que presento un % error algo lejos de los demas rangos
de concentraciones de la técnica para la determinacion de nitratos por el método de
colorimetria.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom
La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra una tendencia recta en los
puntos 1,0 a 2,5 mgNO/L aplicada a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,5; 1,0;
2,5y 5,0 mgNO-3/L, en este caso no se obtuvo la forma sigmoide en la gréafica ya que no
se tomo la concentracion estandar de 5,0 mgNO-3/L pues su error relativo fue tan alto que
afecto el cumplimiento de la ley de Beer, talvez cuando al ser colocada la muestra en la
celda del instrumento su ubicacion no fue reproducible, se introdujo cierto error debido a
gue cada medicidén se realiza con una geometria ligeramente distinta. Como siempre las
diferencias de preparacion de la muestra contribuyen a la imprecisién y parte del material
bloqueo la luz y el resultado fue inexacto, lo que significa que para el proceso de nitratos
en el colorimetro no se aprecio la curva de Ringbom.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debié a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curvade calibracion comparativa
Se puede notar una buena concordancia entre ellas, aunque se observa diferencia en el
dia uno (1) en comparacién con los otros dias (Grafica No 3y Tabla No 4), que obedecié
posiblemente a elementos que afectaron la sensibilidad como:
» Paso optico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).
» Absorbancia (velocidad de aspiracion del material por la llama).

> Sensibilidad del método
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La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracién obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacién
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion *
desviacion estandar (1,00338 + 0,00610) .El valor a reportar es de 1,00338, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccidn
El limite de detecciébn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefial del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentraciéon minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccién es calculado con la minima concentracion que puede leer el
espectrofotébmetro Spectronic 20D modelo 333175 de acuerdo con las concentraciones
estandar que se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se ley6. Se determino
de la siguiente manera:

Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg!

Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacién estandar

En la determinacién de nitratos por el método de Salicilato de Sodio, utilizando el equipo
del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA espectrofotometro Spectronic 20D modelo
333175 con base a los patrones de la curva de calibracion, se establecié el limite en 0,19
mgNO/L, para una concentracion de 0,1 mgNO<3/L, obteniéndose unas lecturas de
absorbancia que oscilaban entre 0,003 y 0,002 de las respectivas muestras para esta
concentracion ; esto significa que es lo minimo que puede leer el equipo a esta
concentracién para nitratos.

» Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracién que se empleo para el
limite de deteccidon, solo que ésta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccidon no es cuantificable.

Limite de cuantificacién (LOQ) = yg + 10Sg?*
Donde:

ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar
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Se determind para la validacion de nitratos método de Salicilato de Sodio el limite de
cuantificaciéon en 0,39 mgNO/L, para 0,1 mgNO/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracién dada el
equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracion y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacién de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportandose 2,78 para P=0,05.

6.5.9 CONCLUSIONES

» La longitud de onda 6ptima para realizar la determinacion de nitratos método de
salicilato de sodio por colorimetria es 420 nm.

» La validacion de nitratos método de Salicilato de Sodio por colorimetria presento
una variacion en los resultados algo amplia lo que indica que el método no fue lo
suficientemente rentable en cuanto a su sensibilidad, pues su promedio en curvas
de calibracion en los ensayos de estandarizacion fue alto con respecto a la
pendiente, introduciéndose un error fotométrico que puede ser asociado con la
medicion de la luz o de la precision del mismo.

» Segun la curva de Ringbom se observo una tendencia recta ya que se tomaron
pocos datos para graficar, pues se obtuvo un dato algo discordante que alteraba
de una manera u otra ésta grafica (concentracién de 5,0 mgNO37/L) ya que del
rango de 2,5 a 5,0 la absortividad es bastante grande y se ve afectada en la curva
de Crawford para el error relativo.

» Cuando la muestra es colocada en la celda o cualquier tipo de recipiente y su
ubicacién no es reproducible, se introduce cierto error debido a que cada medicion
se realiza con una geometria ligeramente distinta, ya que las diferencias de
preparacion de la muestra contribuyen a la imprecision.

» La curva de calibracion comparativa para concentraciones de 0,0 a 5,0 mgNO3z7/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99934 confirmando una buena relacién
entre la concentracion y la absorbancia.

» El limite de deteccién para la determinacién de nitratos método de Salicilato de
Sodio por colorimetria es 0,19 mgNO37/L. Este limite es la concentracibn minima
gue pudo ser medida con una exactitud aceptable.

> El limite de cuantificacion que se determind para nitratos fue de 0,39 mgNOs/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse y cuantificarse
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con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una
concentracion estandar de 0,10 mgNOs7/L.

La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
para llevar a cabo el proceso de validacion y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).
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6.6 VALIDACION DE NITROGENO TOTAL
METODO MICRO-KJELDAHL (VOLUMETRIA)

6.6.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, limite de deteccion y de
cuantificacion que servirdn como criterios de confianza para la determinacién de nitrégeno
total por el método micro-kjeldahl (volumetria).

6.6.2 FUNDAMENTO TEORICO

El nitrbgeno amino de la mayoria de materiales organicos y el amoniaco libre son
convertidos a amonio en presencia de acido sulfurico (H.SO.), sulfato de potasio (K-SOa),
y sulfato cuprico (CuSQO4) como catalizador. Después de la adicion de base, el amoniaco
es destilado desde el medio alcalino y absorbido en acido bérico o sulftrico, para ser
cuantificado volumétricamente con H.SO. estandar.

El amoniaco también puede ser determinado colorimétricamente o0 mediante electrodo
selectivo de amonio; la sensibilidad de los métodos colorimétricos los hace
particularmente Utiles para la determinacion de niveles de nitrégeno organico menores de
5 mg/L. Los métodos volumétrico y de electrodo selectivo para medicion de amoniaco en
el destilado son adecuados para un amplio rango de concentraciones de nitrégeno
organico; los métodos de electrodo selectivo y colorimétrico automatizado pueden usarse
para la medicion de amoniaco sin destilacion.

El método kjeldahl determina el nitrégeno en estado trinegativo; el “nitrégeno kjeldahl”
es la suma del nitrdgeno orgénico y el nitrégeno amoniacal. El principal factor que
influencia la selecciébn del método macro o semi-micro-kjeldahl para determinar el
nitrbgeno organico es su concentracion. El método macro-kjeldahl es aplicable para
muestras que contengan bajas o altas concentraciones de nitrégeno organico pero
requiere volimenes de muestra relativamente grandes para bajas concentraciones.

En el método semi-micro-kjeldahl, aplicable a muestras con altas concentraciones de
nitrégeno organico, el volumen de muestra debe escogerse para un contenido de
nitrégeno organico mas amoniacal en el rango de 0,2 a 2 mg.

6.6.3 REACTIVOS
» Agua destilada y desmineralizada.
» Solucién de Sulfato de Amonio (NH4)2SO4
> Acido sulfarico concentrado para la digestion

> Catalizador
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> Hidréxido de sodio, 40 %
> Solucion de Acido Bérico, HsBOs 4%

> Indicador de Tashiro

6.6.4 MATERIALES Y EQUIPOS
» Aparato de destilacion micro-Kjeldahl
» Balones de cuello largo de 100 mL
» Balén de boca ancha de 100mL
» Balon de 2000 mL
» Erlenmeyer de 1000 mL y de 500 mL para el micro-Kjeldahl
» Pinzas con nuez doble
» Soporte universal
» Mangueras
» Balon aforado de 25,0 mL
» Pipetas graduadas de 1,0 mL y de 10,0 mL
> Perade succion
> Perlas de vidrio
> Estufa.

6.6.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para andlisis de las
aguas, J. Rodier. Ediciones Omega, S.A., Barcelona 1981.

6.6.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de nitrdgeno total por el método Micro-Kjeldahl (Volumetria) se sigui6 el
procedimiento descrito en el protocolo para andlisis de las aguas. J. Rodier. Ediciones
Omega, S.A., Barcelona 1981.
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Los ensayos se realizaron a partir de una solucion patrén de 50 ppm de sulfato de
amonio (NHs).SO4 con seis (6) soluciones estandar de esta misma concentracion, para
los cinco (5) dias consecutivos del andlisis a llevar acabo, preparados el primer dia. Se
partié primero que todo de una solucién patron de 1000 ppm siendo esta un titrisol con su
respectivo certificado de calidad.

Las muestras se identificaron de la siguiente forma:

Em1: Estandar de nitr6geno total muestra 1
Em2: Estandar de nitr6geno total muestra 2
Em3: Estandar de nitr6geno total muestra3

El proceso de validacion se inici6 el dia veintiséis (26) de abril a las 12h: 00 min y culminé
el dia treinta (30) del mismo mes.

6.6.7 RESULTADOS
El calculo de la determinacion de nitrdgeno total es hallado directamente con el volumen
gastado de Acido Sulftrico en la titulacién de la muestra, conociendo su concentracion y

el volumen de muestra que se empleo en la validacion de esta técnica.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg N/L
BK Eb Emb Ema
1 0,00 48,392 | 48,392 | 48,392
0,00 48,392 | 49,775 | 49,775
2 0,00 49,775 | 48,392 | 49,775
0,00 49,775 | 48,392 | 48,392
3 0,00 47,914 | 49,454 | 47,914
0,00 47,914 | 49,454 | 49,454
4 0,00 47,914 | 49,454 | 47,914
0,00 47,914 | 47,914 | 49,454
5 0,00 49,454 | 49,454 | 47,914
0,00 47,914 | 49,454 | 49,454
Promedio - 48,536 | 49,014 | 48,844
Desviacion estandar - 0,809 0,660 0,806
Numero de datos 10 10 10 10
Minimo - 47,914 | 47,914 | 47,914
Maximo - 49,775 | 49,775 | 49,775
Intervalo - 1,861 1,861 1,861
Thajo - 0,769 1,666 1,153
Talto - 1,532 1,154 1,155
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos
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Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n = 10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg N/L

Bk Eb Emb Ema

mg N/L tedrico 0 50 50 50
1 0,00 48,392 48,392 | 48,392
0,00 48,392 49,775 | 49,775
2 0,00 49,775 48,392 | 49,775
0,00 49,775 48,392 | 48,392
3 0,00 47,914 49,454 | 47,914
0,00 47,914 49,454 | 49,454
4 0,00 47,914 49,454 | 47,914
0,00 47,914 47,914 | 49,454
5 0,00 49,454 49,454 | 47,914
0,00 47,914 49,454 | 49,454
Promedio - 48,536 49,014 | 48,844
Desviacion estandar - 0,809 0,660 0,806
%CV - 1,667 1,346 1,651
%Error - 2,928 1,973 2,312

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos

Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Limite de deteccidn y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta de volumetria (titulacion con
acido sulfarico) para nitrégeno total en funcién del limite de deteccién y de cuantificacion:
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CONCENTRACIONES ESTANDAR mg N/L VOLUMEN (mL)
GASTADOS
CON H»S04
2,0 0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
0,60 0,05
PROMEDIO 0,60
DESVIACION ESTANDAR 0,44
LIMITE DE DETECCION 3,33
LIMITE DE CUANTIFICACION 6,44

Tabla 3. Respuesta volumetria (titulacion con acido sulfarico) para nitrégeno total en funcién del
limite de deteccion y de cuantificacién.

Para hallar el dato de 0,60 mg N/L se tomaron los mL de H,SO. gastados durante la
titulacion de volumetria en una concentracién estandar de 2,0 mgN/L, calculando de esta
manera su limite de deteccién y limite de cuantificacion.

6.6.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al observar los datos experimentales de nitrégeno total por el método Micro-Kjeldahl
(Volumetria) se puede decir que:

> Precision

El parametro estadistico “precision”, se define como el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a una alicuota
de una muestra homogénea.

La precision de nitrdgeno total por el método Micro-Kjeldahl (Volumetria) se va a expresar
en términos de la desviacion estandar y del coeficiente de variacion de las muestras.

Para este caso se prepararon estandares de 50 ppm dando una relacibn semejante en
estos: 0,809; 0,660 y 0,806 en cuanto a su desviacion estandar, para el coeficiente de
variacion fue de: 1,667; 1,346 y 1,651; lo que significa e indica que el método presenta
una buena precision.
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» Exactitud
El parametro estadistico “exactitud” esta definido como la capacidad del método analitico
para obtener resultados lo mas préximos al valor verdadero. A diferencia de la precision
que refleja el error aleatorio, la exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él.

Estos porcentajes de error demuestran una Optima exactitud del método y minimizan
estos errores; dando asi la aprobacion para la continuidad de la determinacion de
nitrégeno total por el método Micro-Kjeldahl (Volumetria) del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA en la matriz agua.

» Limite de deteccién
El limite de detecciébn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccién es calculado con la minima concentracién que se puede leer de
acuerdo a las concentraciones estandar que se escogieron para la validacion, se tomo la
menor y se leyd. Se determino de la siguiente manera:

Limite de deteccion (LOD)=yg + 3Sg?
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacion de nitrégeno total por el método Micro-Kjeldahl (Volumetria), se
establecié el limite de deteccién en 3,33 mgN/L, para una concentraciéon de 2,0 mgNJL,
obteniéndose un volumen de 0,05 mL en la lectura de las respectivas muestras para esta
concentracion.

» Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccidon, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviaciéon
estandar, ademas el limite de deteccidon no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg+ 10Sg
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar
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Se determiné para la validacion de nitrogeno total método de Micro-Kjeldahl (Volumetria)
el limite de cuantificacion en 6,44 mgN/L, lo que corresponde a la menor cantidad de
analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones
establecidas. Lo que indica que el valor de 6,44 es lo que me puede cuantificar el
método, ya que un dato por encima de este el volumen se hace mayor y muy por debajo
se hace imposible de ver y de leer y lo que se buscaba era determinar la menor cantidad
gue la titulacion por volumetria pudiera considerar inferior para una medida cuantitativa
precisa.

6.6.9 CONCLUSIONES

» En la validacion del nitr6geno total se utiliz6 el sistema semi-micro-kjeldahl
aplicable a muestras con altas concentraciones de nitrdgeno organico.

> Se utiliz6 un catalizador que no fuera tan téxico y perjudicial para la validacion
como lo fue la mezcla de Selenio, Sulfato de Cobre y Sulfato de Potasio para la
digestion Kjeldahl y acelerador en la reaccion de Sulfato de Amonio.

> El proceso de validacién para la determinacion de nitrégeno total por el método
Micro-Kjeldahl (Volumetria) fue de facil ejecucion dando Optimos resultados en
cuanto a los parametros de exactitud y precisién, que confirma la aplicabilidad del
meétodo en el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA para la matriz agua.

> El limite de deteccién para la determinacion de nitrégeno total método de Micro-
Kjeldahl (Volumetria) es 3,33 mgN/L. Este limite es la concentracion minima que
pudo ser medida con una exactitud aceptable.

> El limite de cuantificacion que se determind para el nitrégeno total fue de 6,44
mgN/L siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con
precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas.

6.6.10 RECOMENDACION

» En una determinacion de Micro-Kjeldahl (Volumetria), la etapa que frecuentemente
consume mas tiempo es la descomposicion. Por eso se recomienda adicionar una
sal neutra, como sulfato de potasio para aumentar el punto de ebullicién de la
solucion del acido sulfarico y, por tanto aumentar la temperatura para que se lleve a
cabo la descomposicion.
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6.7 VALIDACION DE TURBIEDAD
METODO TURBIDIMETRIA-NEFELOMETRIA

6.7.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, limite de deteccion y de
cuantificacion que servirdn como criterios de confianza para la determinacion de turbiedad
por el método turbidimetria-nefelometria.

6.7.2 FUNDAMENTO TEORICO

Las pruebas de Turbiedad Nefelométricas y pruebas quimicas basadas en el analisis
turbidimétrico pueden ejecutarse con este modelo. La Turbidimetria ha sido descrita en un
gran numero de articulos. Esencialmente es el efecto Optico que ocurre cuando la luz
choca con solidos en suspension en un liquido y es usada para expresar lo turbio de ese

liquido.La Nefelometria, generalmente es un método especifico de medida de la turbiedad,
derivada de la palabra Griega Turbio.

6.7.3 REACTIVOS
» Formazina a partir de 200NTU: 40; 20; 10 y 8 NTU.

» Agua destilada

6.7.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Medidor de turbiedad con sus celdas para muestras y patrones (Turbidimetro
ORBECO HELLIGE).

> Balones volumétricos

» Frasco lavador

» Pipetas volumétricas

» Vasos de precipitado 100 mL

6.7.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para andlisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995
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Los estandares son preparados con base al Formazin de 200 NTU, el cual dura mucho
tiempo.

» Estadndares permanentes: la Formazina Orbeco, dado con el equipo, viene en
cinco viales de 40 mL cada uno y con una concentracion de 200 NTU. Las
diluciones de Formazina no son estables por mucho tiempo, sin embargo Orbeco
ofrece un conjunto de tres estdndares, los cuales tienen un tiempo de vida muy
largo. Orbeco recomienda que se prepare 200 mL de Formazina fresca, a partir de
la vendida por la firma que es de 200 FTU (R-3401P Perma-Pak) rotulando el
recipiente y la fecha de su preparacion.

> Preparacion de estandares: preparar soluciones patron de Formazina a partir de
la de 200 NTU: 40; 20; 10 y 8 NTU.

Agua destilada
» Usar los estandares permanentes: estos estandares vienen con la tapa pintada
con un color especial dependiendo de la concentracion en NTU. Ellos son:
Color naranja: 000 — 999 NTU
Color rojo: 000 — 99,9 NTU
Color café: 000 — 9,99 NTU
Para usar los colores, asignar un valor de turbiedad a cada uno de ellos, como sigue:

» Valor de turbiedad alto: colocar el estandar color naranja y girar el selector a la
posicién 000 - 999, habiendo previamente colocado en cero el equipo. Llenar la
celda con Formazina de 200 NTU, insertarla en el equipo y ajustar con el control a
una lectura de 200.

Colocar ahora el estandar color naranja y registrar la lectura del valor a usar en el paso
4.

Asignar igualmente un valor medio a la solucién intermedia (color rojo), usar una solucién
de Formazina de 40 NTU y registrarla para usarla en la etapa 4.

Asignar de igual manera un valor a la solucion intermedia (color café), usar un estandar
de Formazina de 8 NTU y registrar el valor para usarla en el paso 4.

Rotular, después gue se le ha asighado un valor a cada estandar.

6.7.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de turbiedad por el método turbidimetria-nefelometria se sigui6é el
procedimiento 2130 (A-B) descrito en el protocolo para analisis de aguas Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater edicion 19. El siguiente fue el
grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos con su respectiva replica de los
gue consta el proceso de validacion.

» PT1:. Patron para turbiedad (T-1), proveniente del PICCAP (Programa
Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).

» PT2: Patron para turbiedad (T-1), proveniente del PICCAP (Programa
Interlaboratorios de Control de Calidad para Aguas Potables).
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Al igual que se tom6 una solucién patrén de Formazina, de 4000 NTU a partir de la cuél
se prepard el estandar de 100 NTU y de este se prepar6 el de 25 NTU, ademas se
prepararon uno de 8,0 NTU y uno de 40 NTU, esto con el fin de tener un patrén de
comparacion para leer la respectiva turbiedad segtin como lo indica el equipo.

Las muestras se identificaron de la siguiente forma:

A partir de la de 25 NTU se prepararon las siguientes:

Eb: Estandar de turbiedad de concentracién baja= 2,5 NTU

Emb: Estandar de turbiedad de concentracion media baja = 5,0 NTU

A partir de la de 100 NTU se prepararon las siguientes:
Ema: Estandar de turbiedad de concentracion media alta = 10 NTU
Ea: Estandar de turbiedad de concentracion alta = 20 NTU

El proceso de validacion se inici6 el dia diez (10) de mayo a las 09 h: 15min,_obteniendo
los resultados que se reportan mas adelante.

6.7.7 RESULTADOS
El calculo de la determinacion de turbiedad es expresado en unidades de NTU, el
resultado es tomado directamente del aparato utilizado en el andlisis correspondiente.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos para muestras patréon
provenientes del PICCAP.

No. Ensayo NTU

PT1 PT2

1 11,00 8,92

11,60 8,91
2 12,20 10,00
12,00 10,00
3 13,00 10,20
12,90 11,10
4 12,70 10,10
13,40 10,00
5 13,30 10,20
12,60 10,50

Promedio 12,47 9,99
Desviacion estandar 0,77 0,66

Numero de datos 10 10
Minimo 11,00 8,91
Maximo 13,40 11,10
Intervalo 2,40 2,19
Thajo 1,92 1,64
Talto 1,21 1,68
T tedrico 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos
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Nota: Estos datos fueron sometidos bajo el criterio de rechazo de datos, dando como resultado todos
los datos aceptados.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n = 10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

Parametros estadisticos de los resultados definitivos para muestras patron
provenientes del PICCAP

No. Ensayo NTU

PT1 PT2

1 11,00 8,92

11,60 8,91

2 12,20 10,00

12,00 10,00

3 13,00 10,20

12,90 11,10

4 12,70 10,10

13,40 10,00

5 13,30 10,20

12,60 10,50

Promedio 12,47 9,99
Desviacion estandar 0,77 0,66
%CV 6,15 6,60
%Error 0,91 0,22

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
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Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo UNIDADES DE NTU

Eb Emb Ema Ea
1 2,83 | 4,53 9,90 18,70
2,86 5,21 10,20 17,40
2 2,84 | 493 | 10,30 | 19,70
2,86 | 519 | 10,30 | 19,30
3 2,82 | 6,16 | 10,50 | 20,50
2,63 | 4,87 9,10 16,50
4 2,82 | 550 | 10,90 | 20,00
2,75 | 4,54 8,00 16,00
5 2,98 | 4,77 | 10,90 | 19,30
2,04 | 4,01 7,00 13,20
Promedio 2,74 | 4,97 9,71 18,06
Desviacion estandar 0,26 | 0,59 1,29 2,28

Nimero de datos 10 10 10 10
Minimo 2,04 | 4,01 7,00 13,20
Méaximo 2,98 | 6,16 | 10,90 | 20,50
Intervalo 0,94 | 2,15 3,90 7,30
Thajo 2,68 | 1,62 2,09 2,14
Talto 0,90 | 2,01 0,92 1,07
T tedrico 2,18 | 2,18 2,18 2,18

Tabla 3. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo UNIDADES DE NTU

Eb Emb Ema Ea

2,5 5,0 10 20
1 2,83 4,53 9,90 18,70
2,86 5,21 10,20 | 17,40
2 2,84 4,93 10,30 | 19,70
2,86 5,19 10,30 | 19,30
3 2,82 6,16 10,50 | 20,50
2,63 4,87 9,10 16,50
4 2,82 5,50 10,90 | 20,00
2,75 4,54 8,00 16,00
5 2,98 4,77 10,90 | 19,30
2,04 4,01 7,00 13,20
Promedio 2,74 4,97 9,71 18,06
Desviacion estandar 0,26 0,59 1,29 2,28
%CV 9,56 11,91 | 13,33 | 12,60
%Error 9,72 0,60 2,90 9,70

Tabla 4. Parametros estadisticos de los resultados definitivos

83




Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

> Limite de deteccién y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del turbidimetro para la
determinacion de la turbiedad en funcion del limite de deteccion y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR UNIDADES NTU T(°C)

2,0 1,40 0,08

1,39 0,08

1,40 0,08

1,38 0,08

1,39 0,08

1,40 0,08

1,40 0,08

1,39 0,08

1,38 0,08

1,39 0,08
PROMEDIO 1,39
DESVIACION ESTANDAR 0,18
LIMITE DE DETECCION 2,55
LIMITE DE CUANTIFICACION 3,83

Tabla 5. Respuesta turbidimetro en funcion del limite de deteccién y de cuantificacion.
Para hallar el dato de 1,39 NTU promedio se tomé directamente la lectura que registra el
turbidimetro, determinando de esta manera también su temperatura sumergiendo el

termometro dentro de la solucién de concentracion estandar 2,0 NTU y de esta manera se
calculo su limite de deteccion y de cuantificacién.

6.7.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al observar los datos experimentales de turbiedad por el método turbidimetria-
nefelometria se puede decir que:

» Precision
El pardmetro estadistico “precision”, se define como el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a una alicuota

de una muestra homogénea.

La precisién de turbiedad por el método turbidimetria-nefelometria se va a expresar en
términos de desviacion estandar y de coeficiente de variaciéon de las muestras.
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Para que el ensayo fuese mas representativo se tomaron dos muestras patron; las cuales
fueron suministradas por el PICCAP (Programa de Interlaboratorios de Control de Calidad
de Aguas Potables) ), al igual que se tomo una solucién patrén de Formazina, de 4000
NTU a partir de la cual se preparo el estdndar de 100 NTU y de este se preparo el de 25
NTU, ademas se prepararon uno de 8,0 NTU y uno de 40 NTU, esto con el fin de tener un
patron de comparacion para leer la respectiva turbiedad segun como lo indica el equipo.

Las muestras patron provenientes del PICCAP analizadas durante el proceso de
validacion dieron valores de 0,77 para el parametro de la desviacion estandar y de 6,15
para el coeficiente de variacién en PT1: Patrén para turbiedad (Turbiedad 1-1.1), lo que
indica un grado de variacion aceptable en los resultados obtenidos, esto se debe a
factores que alteran de una manera u otra el andlisis en especial la temperatura y
para PT2: Patrén para Turbiedad (Turbiedad 2-2.2), se obtuvo 0,66 para desviacion
estandar y 6,60 para coeficiente de variacion, implicandose de una manera u otra la
temperatura.

Para la solucién turbia de 4000 NTU de la cual fueron preparadas los demas estandares
los datos obtenidos fueron: para el Eb la desviacién estandar 0,26 y de 9,56 para el
coeficiente de variacion; para el Emb la desviacion estandar 0,59 y de 11,91 para el
coeficiente de variaciéon; para el Ema la desviacion estandar 1,29 y de 13,33 para el
coeficiente de variacion ; para el Ea la desviacion estandar 2,28 y de 12,60 para el
coeficiente de variacidn, esto significa que para cada uno de los estandares leidos se
vio influenciada la temperatura, aunque esta no vario en el instante de la toma de
datos, se vio mas afectado por la parte del equipo que se demoro mas para
estabilizarse.

» Exactitud
El pardmetro estadistico “exactitud” esta definido como la capacidad del método analitico
para obtener resultados lo mas proximos al valor verdadero. A diferencia de la precisiéon
gue refleja el error aleatorio, la exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él.

Estos porcentajes de error 9,72; 0,60; 2,90 y 9,70 para las respectivas concentraciones
estdndar muestran que el método no posee una 6ptima exactitud, presentandose asi la
tendencia a estos errores sistematicos o la tendencia a el; dando asi paso a la mejoracién
y continuidad de la determinacion de turbiedad por el método turbidimetria-nefelometria
del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA en la matriz agua.

» Limite de deteccion

El limite de deteccién (LOD) de un analito se puede describir como aquella concentracién
gue proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente de la sefial
del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima que puede
ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccién es calculado con la minima concentracién que se puede leer de
acuerdo a las concentraciones estandar que se escogieron para la validacion, se tomd la
menor y se leyd. Se determin6 de la siguiente manera:
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Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg*

Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Se: Desviacion estandar

En la determinacién de turbiedad por el método turbidimetria-nefelometria, se establecio
el limite de deteccion en 2,55 NTU, para una concentracion de 2,0 NTU, dando la minima
lectura que puede reportar el equipo.

> Limite de cuantificacion

El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacién”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se emple6 para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccion no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg?
Donde:

ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

El limite de cuantificacion se determind para la validacion de turbiedad método de
turbiedad-nefelometria en 3,83 NTU, que corresponde a la menor cantidad de analito que
puede determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas.
Lo que indica que el valor de 3,83 es lo que me puede cuantificar el método.

6.7.9 CONCLUSIONES

» El proceso de validaciébn para la determinacién de turbiedad por el método
turbidimetria-nefelometria presento alteracion alguna en el ensayo en cuanto a los
pardmetros de exactitud y precision lo que confirma la mejoracion del método para
el LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA.

> La concentracion de estos estandares se encuentra en un %error variado en la

aplicacion del método lo que indica que en los ensayos de andlisis se presentd
algun factor que implico alteracién en el proceso como la temperatura.
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6.7.10 RECOMENDACIONES

> Los estandares a tratar en la determinacion de turbiedad por el método
turbidimetria-nefelometria, deben estar a una temperatura ambiente, pues este
factor influye altamente en los resultados analiticos.

» Las diluciones de Formazina no son estables por mucho tiempo, por esto se deben
preparar constantemente a partir de un determinado estandar con el fin de obtener
buenos resultados.

» Encender el Turbidimetro unos diez (10) minutos antes de empezar hacer los
respectivos analisis para que este se estabilice.

> Hacer el estandar cero con la solucion negro y llevar con la clavija a cero y luego
llevar la solucién estandar con el boton estandar y leer las demas muestras.
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6.8 VALIDACION DE ALUMINIO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.8.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y analisis de varianza (ANOVA), que serviran
como criterios de confianza para la determinaciéon de aluminio por el método de absorcién
atomica con llama.

6.8.2 FUNDAMENTO TEORICO

El aluminio es el tercer elemento mas abundante de la corteza terrestre, encontrandose
en minerales, rocas y arcillas. Esta amplia distribucién cuenta por la presencia de aluminio
cercanamente a toda el agua natural como una sal soluble, un coloide, 0 un compuesto
insoluble.

El aluminio soluble, coloidal e insoluble también puede aparecer en aguas tratadas o
residuales desde coagulacién conteniendo material de aluminio. Agua filtrada con arena
desde una moderna y rapida planta de filtracion puede tener una concentracién baja de
aluminio de 50 pg/L. El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS

TECNICAS DE CALIDAD DEL AGUA POTABLE” da un valor admisible de 0,2 mg/L para
aluminio en agua potable y de 2,0 mg/L para agua segura.

6.8.3 REACTIVOS

» Solucién patron de aluminio de 1000 ug/mL: preferiblemente un titrisol y/o fizanal
con certificado de pureza de la firma fabricante.

» Soluciones estandares de 1,0; 2,5; 5,0 y 10 ug Al/mL.
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

» Agua destilada — desmineralizada.

6.8.4 MATERIALES Y EQUIPOS
» Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica marca Perkin EImer modelo 2380

» Lampara de catodo hueco para aluminio (Al)
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YV V VY V¥V V V V

Gases (acetileno-oxido nitroso grado absorcién atémica) suministrado por Cryogas
S.A.

Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand
Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand
Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand

Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand.

Filtros

Embudos filtrantes

6.8.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotdmetro de absorcion atbmica Perkin ElImer modelo 2380:

YV V VYV VY VYV V V

>

El Mechero o quemador de 5 cm: debidamente alineado con el haz

Longitud de onda: 309,2-309,3 nm

Slit o rendija del monocromador: 0,7 nm

Corriente de la lampara : 26mA

Voltaje del fototubo: 70-75 mV

Relacion de gases: oxido nitroso -acetileno (60 : 30)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 364348 PERKIN ELMER

Supresor de interferencia: El hierro y el HCI en concentraciones superiores a 0,2%

decrecen la sensibilidad en la determinacion del aluminio lo mismo que el H,SO4
dependiendo de la concentracion de éste. Puede haber incremento en la sensibilidad del
aluminio ante la presencia de Ti y acido acético (CH3COOH). El aluminio sufre
ionizacién y ésta se puede controlar con la adicién de una sal de un metal alcalino como
el KCI O LaCl, tanto a las soluciones estdndares como a las muestras (1000-2000 ug/mL).
La silice decrece débilmente la sefial del aluminio siempre y cuando esta este como silice
coloidal. Al filtrar la muestra a través de un papel de filtro toda la silice quedara retenida
en esta, lo cual se eliminaria esta interferencia.

89



» Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

» Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de acido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.

» Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir acido nitrico (HNOs3) hasta pH <
2.

> Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del andlisis para minimizar la
descomposicidon microbiolégica de los sélidos. Antes de iniciar el analisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.

> Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el qguemador o mechero.

» Considerar la respuesta de la lampara de catodo hueco, asi como la corriente con
respecto al voltaje del fototubo.

» Seleccionar la maxima longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo.

» Aspiracién correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el aluminio (Al) debe ser reductora:
acetileno -oxido nitroso). Llama obtenida roja.

» Volumen minimo de muestra por analisis de 500mL

6.8.6 PROCEDIMIENTO

Para el andlisis de aluminio se sigui6 el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el protocolo
para andlisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
edicién 19. El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos
con su respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estandar de aluminio de concentracion baja = 1,0 mg Al/L

Emb: Estandar de aluminio de concentracion media baja = 2,5 mg Al/L
Ema: Estandar de aluminio de concentracién media alta = 5,0 mg Al/L
Ea: Estandar de aluminio de concentracion alta = 10 mg Al/L

El proceso de validacién se inicid el dia veintiuno (21) de marzo a las 11h: 25min, los

estandares de concentracion baja, media y alta se prepararon el primer dia a partir de una
solucion patrén de 1000 ppm de aluminio.

6.8.7 RESULTADOS
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Los resultados obtenidos durante la validaciéon de aluminio método de absorcién atémica
con llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)

» Expresion matematica:
/mL=c, = i
Mg/ ML= 0 VO Va

Donde:

Co = Concentracién en ug/mL dado por la curva de calibracion
Vo= Volumen de muestra inicial, mL

Vi= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL

V1= Volumen al cual se llevo la alicuota Va, mL.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Al/L
Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 1,352 | 2,707 | 4,964 9,931
0,00 | 1,042 | 2,814 | 5,029 9,903
2 0,00 | 1,173 | 2,437 | 4,963 10,017
0,00 | 1,236 | 2,511 | 4,634 10,156
3 0,00 | 1,081 | 2,577 | 4,823 10,061
0,00 | 1,007 | 2,689 | 5,215 9,844
4 0,00 | 1,254 | 2,477 | 4,515 10,223
0,00 | 1,236 | 2,511 | 4,634 10,156
5 0,00 | 1,152 | 2,469 | 5,106 10,379
0,00 | 1,173 | 2,437 | 4,963 10,017
Promedio - 1,171 | 2,563 | 4,885 10,069
Desviacion estandar - 0,105 | 0,130 | 0,227 0,162
NUumero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 1,007 | 2,437 | 4,515 9,844
Maximo - 1,352 | 2,814 | 5,215 10,379
Intervalo - 0,345 | 0,377 | 0,700 0,535
Thajo - 1,551 | 0,965 | 1,628 1,383
Talto - 1,720 | 1,925 | 1,456 1,910
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes
de aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.
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El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nimero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg Al/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Al/L teorico 0 1,0 2,5 5,0 10
1 0,00 2,707 | 4,964 9,931
0,00 | 1,042 5,029 9,903
2 0,00 | 1,173 | 2,437 | 4,963 10,017
0,00 | 1,236 | 2,511 | 4,634 10,156
3 0,00 | 1,081 | 2,577 | 4,823 10,061
0,00 | 1,007 | 2,689 | 5,215 9,844
4 0,00 | 1,254 | 2,477 | 4,515 10,223
0,00 | 1,236 | 2,511 | 4,634 10,156
5 0,00 | 1,152 | 2,469 | 5,106 10,379
0,00 | 1,173 | 2,437 | 4,963 10,017
Promedio - 1,035 | 2,535 | 4,885 10,069
Desviacion estandar - 0,089 | 0,102 | 0,227 0,162
%CV - 8,608 | 4,022 | 4,647 1,614
%Error - 3,540 | 1,400 | 2,308 0,687

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcidn de la concentracién de aluminio
La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva
de calibraciéon del aluminio en un intervalo de concentracion entre 0,0 y 10 mgAl /L.

Concentracion Abs %T log C Abst T (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
1,0 0,003 99,312 0,000 0,688 0,993 145,669
2,5 0,006 98,628 0,398 1,372 0,986 73,340
5,0 0,012 97,275 0,699 2,725 0,973 37,180
10 0,024 94,624 1,000 5,376 0,946 19,111

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracion de Aluminio
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! Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia

Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(ACIC)/IAT = 0,434 / (T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcioén de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM

12,0
10,0
8.0

~$

6,0

4,0 /
2,0 pad

0,0

Absortividad (100-%T)

0 1 10

Concentracion mg Al/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumple la ley
de Beer. Esta ley dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico atraviesa una
solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es absorbida en
cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford

93



CURVA DE CRAWFORD
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Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

> Curva de calibracion comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99805 y una
pendiente promedio de 0,00237. Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curva de calibracién comparativa

0,028 !

0,024 —
B
Q 0,020 %
3
o 0,016
é 0,012 //
Ko}
< 0,008
0,004 —
0,000 T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Concentracion mg Al/L
——DIA1 ——DIA2 DIA3 DIA4 ——DIAS

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa
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Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en

dias diferentes.

Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que

No. DE ENSAYO COEFICIENTE DE

Y FECHA CORRELACION (r)
No.1—-2006—-03-21 0,99766
No. 2 — 2006 — 03 — 22 0,99891
No. 3 — 2006 — 03 — 23 0,99692
No.4 — 2006 —03 -24 0,99749
No. 5 — 2006 — 03 — 25 0,99927

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlaciéon

corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006 - 03-21

No. mg Al/L

tnsay Bk Eb Emb  Ema Ea

1 0,00 0,004 0,007 0,012 0,023
0,00 0,003 0,007 0,012 0,023

Pendiente 0,00224

Intercepto 0,00083

Correlacion 0,99766

Tabla 5. Resumen de pardametros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

Curvade calibracion dia 1

0,028
0,024
0,020
0,016

0,012
0,008 _—
/

0,004
' y = 0,0022x + 0,0008
0,000 e : : : : :

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Concentracion mg Al/L

/

/

Absorbancia

12,0

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1
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Ensayo No. 2 /2006 — 03 - 22

No. mg Al/L |
Ensay
0 Bk Eb Emb Ema Ea
| 2 0,00 0,003 0006 0012 0,024 |

| 000 0003 0006 0011 0,024

| Pendiente 0,00236 |
Intercepto 0,00015

| |

| Correlacion 0,99891 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curvade calibracién dia 2

0,028
0,024 »

©

S 0,020 —

S 0016

5 0,012

< /
0,004 y =0,0024x + 0,0002
0,000 - - ' ; '

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Concentracién mg Al/L

Grafica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 — 03 - 23

| No. mg Al/L |

| Bk Eb Emb Ema Ea |

0,00 0,003 0,007 0,013 0,027 |

w

| 0,00 0,003 0,007 0,013 0,024|

[ Pendiente 0.00252 |
| Intercepto 0,00036 |
| Correlacion 0,99692 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curva de calibracion dia 3

0,028 .
0,024 .
2 0,020
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S 0,012 e
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y = 0,0025x + 0,0004
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Concentracion mg Al/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 - 03 - 24
No. mg Al/L
Bk Eb Emb Ema Ea
. 0,00 0,003 0,006 0,011 0,025
0,00 0,003 0,006 0,011 0,024

Pendiente 0,00240
Intercepto 0,00001
Correlacion 0,99749

Tabla 8. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curva de calibracién dia 4

0,028

0,024 /0

0,020

0,016

0,012 /

0,008

0,004 A

0.000 ‘ ‘ ‘ V‘= 0 0024)$ + 7E-06
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Concentraciéon mg Al/L

Absorbancia

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4

Ensayo No.5/2006 - 03 - 25
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No. mg Al/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,003 0,006 0,012 0,023
0,00 0,003 0,006 0,012 0,024
Pendiente 0,00233
Intercepto 0,00030
Correlacion 0,99927

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5

Curva de calibracién dia 5

0,028

0,024

—_#

0,020

0,016

L

0,012

/

Absorbancia

0,008

P

0,004

y = 0,0023x + 0,0003

0,000
0,0

2,0 4,0 6,0 8,0

Concentracién mg Al/L

10,0

12,0

Grafica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracion (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 0,00237 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcion de la

concentracion.
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Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
“““““““““ laWalatele ¥/} nNn on7cr
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ faWaVatlala¥al o.00001
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ falWaValalnlal falWaYa¥YataYal
Q-d-loalaao faWaYaYaW,Va faWaYatwl la
cciocioon e ccooo e cccos
Promedio 0,00237 0,99805
Desviacion estandar 0,00009 0,00100
Sensibilidad
calibraciéon 0,00237

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad
> Limite de deteccién y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcion
atémica con llama para aluminio en funcién del limite de deteccion y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR CALCULOS ESTADISTICOS | ABSORBANCIAS
(concentracion) MEDIDAS*1000
1,0 0,97 2
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
PROMEDIO 0,97
DESVIACION ESTANDAR 0,01
LIMITE DE DETECCION 1,03
LIMITE DE CUANTIFICACION 1,09
Tablall. Respuesta equipo absorcion para el aluminio en funcién del limite de deteccion y cuantificacion.

NININININININININ

Para hallar el promedio 0,97 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracion incluyendo 2 que fue el valor leido en el
espectrofotdmetro de absorcion atémica con llama para una concentracion estandar de
1,0 mg Al/L, obteniendo su limite de deteccion y de cuantificacién.

99



» Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracion para
determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas *1000 Media
1,0 2,3,4 3
2,5 6,7,6 6
50 11,12,13 12
10 22,23,24 23
Media global 11
Fuente de variacion Suma de cuadrados Grados de libertad
Entre muestras nXi—-X)2=702 h-1=3
i
Dentro de muestras 2EXij—Xi)2=8 h(n-1)= 8
i
Total 2 (Xij—X)2= 710 hn-1= 11
[
ANOVA: de factor Unico
RESUMEN
Grupos Frecuencia Suma  Promedio Varianza
1,0 3 9 3 1
25 3 18 6 1/2
50 3 45 15 1
10 3 84 28 1
ANOVA
Fuente de variacibn SC gl CM F F crit
Entre grupos 702 3 234 78 5,318
Dentro de grupos 8 8 1
Total 710 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el aluminio por absorcion atémica con llama.

El valor critico F1, 8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipétesis nula: la media muestral difiere significativamente, es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacién de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
(4) muestras lo gue me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite
de confianza.

Donde:

h: promedio de varianzas muestrales
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(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del numero de grados de libertad del denominador VS nimero de grados
de libertad del numerador.

6.8.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al obtener los resultados experimentales en la validacion del aluminio método de
espectrofotometria de absorcibn atémica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que es
algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el andlisis. Dentro de
los parametros estadisticos calculados durante este proceso se analiz6 lo siguiente:

> Precision

El parametro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por réplicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores a 10 mg Al/L esta por debajo del 8%.

De acuerdo al intervalo de concentracidbn que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacion (1,0 — 10 mg Al/L) se observo que la precision o reproducibilidad se afecta por
los errores aleatorios que provoca de una manera u otra los resultados cambien, aunque
sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 3% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacion estandar o su coeficiente de variacién que en este caso fue: 0,089 para 1,0 mg
Al/L;0,102 para 2,5 mg Al/L; 0,227 para 5,0 mg Al/L y 0,162 para 10 mg Al/L, nos da el
ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precision de estos
resultados obtenidos con la definicion dada anteriormente.

> Exactitud

El parametro estadistico “exactitud”, definido como el grado de aproximacion entre el valor
obtenido experimental y el valor real o aceptado; normalmente se expresa en términos de
error, para concentraciones de soluciones estandares preparadas menores de 10 mg Al/L
esta en el rango de 0,687 y 3,540%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacién de aluminio por el método de absorcion atdmica con llama.

Curva de calibracion
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» Curva de Ringbom

La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 1,0; 2,5; 5,0 y 10 mg Al/L, principalmente en
el intervalo de concentracion de 5,0 a 10 mg Al/L en el que se cumple la ley de Beer, al no
tener desvios esto quiere decir que no se presentaron desvios segun la ley de Beer, los
desvios enunciados en dicha ley se deben a factores fisicos, quimicos e instrumentales,
llegando a ocurrir el caso el més frecuente es el factor instrumental que es atribuido a la
radiacion policromética, seleccién inadecuada de la longitud de onda, fuente de radiacién
inestable, detectores deficientes y defectos en la parte éptica para la espectrofotometria
de absorcién atomica con llama, lo que significa que para el proceso de aluminio esta
dentro de las especificaciones requeridas.

» Curva de Crawford

La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.

El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debié a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curvade calibracion comparativa

Se puede notar que no hay una buena concordancia entre los cinco (5) dias consecutivos,
de la validacion (Grafica No 3 y Tabla No 4), que obedecié posiblemente a elementos
gue afectaron la sensibilidad como:

» Paso Optico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).

» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad
del quemador).

» Absorbancia (velocidad de aspiracion del material por la llama).

> Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion
desviacion estandar (0,00237 <+ 0,00009) .El valor a reportar es de 0,00237, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.
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> Limite de deteccidon

El limite de detecciébn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefial del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracion que puede leer el
espectrofotémetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se leyd. Se determino de la siguiente
manera:

Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg!
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacién de aluminio por el método de absorcion atébmica con llama, utilizando
el equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin Elmer modelo 2380 con
base a los patrones de la curva de calibracion, se estableci6 el limite en 1,03 mg Al/L,
para una concentracién de 1,0 mgAl/L, obteniéndose una absorbancia de dos (2) en la
lectura de las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo
minimo que puede leer el equipo a esta concentracion para el aluminio.

» Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacion
estandar, ademas el limite de deteccion no es cuantificable.

Limite de cuantificacién (LOQ) = yg + 10Sg?*
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determind para la validacion del aluminio método de absorcion atémica por llama el
limite de cuantificacion en 1,09 mg Al/L, para 1,0 mg Al/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion dada el
equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

> Linealidad
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Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracion y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacién de la linealidad se necesité de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportandose 2,78 para P = 0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizé
un solo método absorciéon atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.

La hipotesis nula se rechaza cuando la variacion entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.

Normalmente la hipétesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.

6.8.9 CONCLUSIONES

» La longitud de onda O6ptima para realizar la determinacion de aluminio por el
método espectrofotométrico de absorcion atdmica con llama es de 309,2-309,3
nm.

» Segun la curva de Ringbom los datos 6ptimos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 5,0 y 10mg/L.

» La curva de calibracibn comparativa para concentraciones de 0,0 a 10 mg Al/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99805 confirmando una buena relacion
entre la concentracion y la absorbancia.

» El método presenta una sensibilidad de 0,00237 la cual corresponde a la
pendiente de la curva de calibracién que puede producir un resultado significativo.

» El limite de deteccién para la determinacién de aluminio por el método de
absorcion atémica con llama es 1,03 mg Al/L. Este limite es la concentracion
minima que pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentraciéon
estandar de 1,0 mg Al/L.

» El limite de cuantificacion que se determiné para el aluminio fue de 1,09 mg Al/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una concentracion
estandar de 1,0 mg Al/L.
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» La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se emple6 un solo método
para llevar a cabo el proceso de validacion y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

» El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de aluminio por el método
de absorcion atdmica con llama, bajo la hip6tesis nula se estimo de dos formas:
una la variacion dentro de muestras y la otra la variacion entre muestras
obteniéndose lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.| ;
cuadrado medio entre muestras = 702 con 3 g.l con un valor de 5,318 para el
contraste de una cola, lo que significa que la hipétesis nula se rechaza porque la
variacion entre muestras es mayor que la variacion dentro de las muestras
tomandose 1 con 8 g.l para la posible ubicacion del dato a reportar, esto se hizo
con el fin de separar y estimar las diferentes causas de variacion que pueden
conducir a diferencias significativas entre los valores medios obtenidos.
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6.9 VALIDACION DE CADMIO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.9.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y analisis de varianza (ANOVA), que serviran
como criterios de confianza para la determinacion de cadmio por el método de absorcién
atomica con llama.

6.9.2 FUNDAMENTO TEORICO

El cadmio penetra en el medio ambiente a partir de una gran variedad de aplicaciones
industriales, incluyendo operaciones de mineria y fusion, electrodeposicion y produccién
de baterias, pigmentos y plasticos. El cadmio aparece como impureza en el cinc y puede
también penetrar en el grifo de los consumidores de agua por corrosion del tubo
galvanizado.

El cadmio es altamente tdxico. El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS
TECNICAS DE CALIDAD DEL AGUA POTABLE” da un valor de 0,003 mg/L para cadmio
en agua potable y de 0,005 mg/L para agua segura.

6.9.3 REACTIVOS

La concentracion de acido no es critica en la concentracion final en la muestra.
» Solucion patron de cadmio de 1000 pg/mL: preferiblemente un titrisol y/o fizanal
con certificado de pureza de la firma fabricante.

» Soluciones estandares de 0,05; 0,1; 0,25y 0,5 ug Cd/mL
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

» Agua destilada — desmineralizada
6.9.4 MATERIALES Y EQUIPOS
» Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica marca Perkin EImer modelo 2380
Lampara de catodo hueco para cadmio (Cd )
Gases (Aire — acetileno) suministrado por Cryogas S.A.

Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand

YV V VYV V

Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand
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vV V V V

>

Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand
Probetas de 50 y 100 mL marca Brand
Balones fondo redondo marca Brand.

Filtros

Embudos filtrantes

6.9.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotébmetro de absorcion atémica Perkin EImer modelo 2380:

>
>

YV V V VY

\4

Y

El Mechero o quemador del0 cm: debidamente alineado con el haz

Longitud de onda: 228,7-228,8 nm

Slit o rendija del monocromador: 0,7nm

Corriente de la lampara : 7 mA

Voltaje del fototubo: 70-75 mV

Relacion de gases: aire-acetileno (30 : 20)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 260933 PERKIN ELMER.

Supresor de interferencia: no presenta interferencias.

Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de acido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.

Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir acido nitrico (HNO3) hasta pH <
2.

Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del andlisis para minimizar la
descomposicién microbiologica de los sélidos. Antes de iniciar el andlisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.

Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el quemador o mechero.
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» Considerar la respuesta de la lampara de catodo hueco, asi como la corriente con
respecto al voltaje del fototubo.

» Seleccionar la maxima longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo.

» Aspiracion correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el cadmio (Cd) debe ser oxidante:
aire-acetileno). Llama obtenida azul.

» Volumen minimo de muestra por andlisis de 500mL

6.9.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de cadmio se sigui6 el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el protocolo
para analisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
edicion 19. El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos
con su respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estdndar de cadmio de concentracion baja = 0,05 mg Cd/L

Emb: Estandar de cadmio de concentracién media baja = 0,1 mg Cd/L
Ema: Estandar de cadmio de concentracion media alta = 0,25 mg Cd /L
Ea: Estandar de cadmio de concentracién alta = 0,5 mg Cd/L

El proceso de validacion se inicié el dia veintiuno (21) de febrero a las 12h:05min, los
estdndares de concentracién baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patréon de 1000 ppm de cadmio.

6.9.7 RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la validaciéon de cadmio método de absorcién atomica
con llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)
» Expresion matematica:

Vl

f
Mg/mL=C, v, V.
Donde:

Co = Concentracion en yg/mL dado por la curva de calibracion
Vo= Volumen de muestra inicial, mL

Vi= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL

V1= Volumen al cual se llevé la alicuota Va, mL.
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Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Cd/L
Bk Eb Emb | Ema Ea
1 0,00 | 0,056 | 0,105 | 0,252 0,497
0,00 | 0,056 | 0,105 | 0,252 0,497
2 0,00 | 0,054 | 0,101 | 0,258 0,495
0,00 | 0,055 | 0,106 | 0,258 0,495
3 0,00 | 0,048 | 0,102 | 0,262 0,494
0,00 | 0,051 | 0,109 | 0,246 0,499
4 0,00 | 0,052 | 0,103 | 0,237 0,506
0,00 | 0,047 | 0,102 | 0,269 0,490
5 0,00 | 0,057 | 0,110 | 0,250 0,497
0,00 | 0,061 | 0,097 | 0,260 0,495

Promedio
Desviacion estandar

0,054 | 0,104 | 0,254 0,497
0,004 | 0,004 | 0,009 0,004

Numero de datos 10 10 10 10 10

Minimo - 0,047 | 0,097 | 0,237 0,490
Méaximo - 0,061 | 0,110 | 0,269 0,506
Intervalo - 0,014 | 0,013 | 0,032 0,016
Tbajo ) - 1569 [1,814]1,929| 1,579
Talto ) - 1,710 [1,555]1,618| 2,308
T teérico 2,18 | 2,180 | 2,180 | 2,180 2,180

0

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

Donde:

No. Ensayo mg Cd/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Cd/L tebrico 0 0,05 0,1 0,25 0,5
1 0,00 | 0,056 | 0,105 | 0,252 | 0,497
0,00 | 0,056 | 0,105 | 0,252 | 0,497
2 0,00 | 0,054 | 0,101 | 0,258 | 0,495
0,00 | 0,055 | 0,106 | 0,258 | 0,495
3 0,00 | 0,048 | 0,102 | 0,262 | 0,494
0,00 | 0,051 | 0,109 | 0,246 | 0,499
4 0,00 | 0,052 | 0,103 | 0,237 | 0,506
0,00 | 0,047 | 0,102 | 0,269 | 0,490
5 0,00 | 0,057 0,250 | 0,497
0,00 0,097 | 0,260 | 0,495
Promedio - 0,048 | 0,103 | 0,254 | 0,497
Desviacion estandar - 0,004 | 0,003 | 0,009 | 0,004
%CV - 7,607 | 3,317 | 3,546 | 0,822
%Error - 4,800 | 3,333 | 1,760 | 0,660

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos

CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracion de cadmio

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva

de calibracién del cadmio en un intervalo de concentracion entre 0,0 y 0,5Cd mg/L.

Concentracion Abs %T log C Abs. T (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
0,05 0,004 99,083 -1,301 0,917 0,991 109,504
0,10 0,006 98,628 - 1,000 1,372 0,986 73,340
0,25 0,015 96,605 - 0,602 3,395 0,966 29,950
0,5 0,028 93,756 -0,301 6,244 0,938 16,532

L Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia
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Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T - 10(2—/—\b5)

T = %T/100

Abst =100 - %T

(ACIC)/IAT = 0,434 /(T logT)
» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcioén de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM
l§ 0,60
' 0,50
o
2 040
T 0,30
©
'S 0,20 -
b= e
S 010 s
< 0,00
0,100 1,000 10,000
Concentracion mg Cd/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD
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Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

» Curva de calibracién comparativa
Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99830 y una
pendiente promedio de 0,05779.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curvade calibracion comparativa

0,035
0,030 =

0,025 /

0,020 //

0,015

0,010

0,005 =

0,000 . . . . .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracion mg Cd/L

Absorbancia

—DIA1 —DIA 2 DIA 3 DIA4 —DIAS

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

No. DE ENSAYO COEFICIENTE DE

Y FECHA CORRELACION (r)
No.1—-2006—-02—-21 0,99950
No. 2 — 2006 — 02 — 22 0,99824
No. 3 — 2006 — 02 — 23 0,99757
No.4 — 2006 —02-24 0,99757
No. 5 — 2006 — 02— 25 0,99863

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlacion

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006 - 02 -21

Tabla 5.

No. mg Cd/L

Ensay Bk Eb Emb Ema Ea

0

1 0,0 0,004 0,007 0,016 0,031
0
0,0 0,004 0,007 0,016 0,031
0

Pendiente 0,06110

Intercepto 0,00060

Correlacion 0,99950

Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

Absorbancia

Curvade calibraciéon dia 1

0,035

0,030
0,025

0,020
0,015

/

0,010
0,005 /

0,000 T T

y =0,0611x + 0,0006

0,0 01 0,2

Concentraciéon mg Cd/L

0,3 0,4 0,5 0,6

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1

113



Ensayo No. 2 /2006 — 02 - 22

[ No. mg Cd/L |
S Bk Eb  Emb  Ema Ea
2 0,0 0,004 0,007 0,016 0,032
0
0,0 0,004 0,007 0,016 0,030
0
| Pendiente 0,06132 |
| Intercepto 0,00066 |
| Correlacion 0,99824 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curva de calibracion dia2
0,035 /‘
0,030
£ 0025 —
@ > /
£ 0,020 yo
$ 0015 ——
20010 =
0,005
0,000 : : . y Z0.0613x + 0,0007
0,0 01 0,2 03 04 05 0,6
Concentracién mg Cd/L
Gréafica 5. Curva de calibracion dia 2
Ensayo No. 3/2006 — 02 - 23
| No mg Cd/L |
Encav
- '(‘J’ i Bk Eb Emb Ema Ea
| 3 0,00 0,003 0,006 0,015 0,028 |
| 0,00 0,003 0,006 0,013 0,026 |
| Pendiente 0,05368 |
| Intercepto 0,00034 |
| Correlacion 0,99757 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curvade calibracion dia 3

0,035

0,030
I 4

0,025
0,020

0,015 <

0,010 _—

0,005 /

0,000 . . .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Absorbancia

y =0,0537x + 0,0003

Concentraciéon mg Cd/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 - 02 - 24

No. mg Cd/L

Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,003 0,006 0,014 0,030
0,00 0,003 0,006 0,015 0,027

A

Pendiente 0,05684
Intercepto 0,00017
Correlacion 0,99757

Tabla 8. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curvade calibraciéon dia 4

0,035
0,030
0,025

0,020
0,015 /
0,010
0,005 / =
Yy = 0,0568x + 0,0002

0,000 T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

L A 2

Absorbancia

Concentracion mg Cd/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4
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Ensayo N°5/2006 - 02 - 25

No. mg Cd/L
Ensayo gk Eb Emb Ema Ea
5 0,00 0,004 0,007 0,015 0,029
0,00 0,004 0,006 0,015 0,028
Pendiente 0,05601
Intercepto 0,00072
Correlacion 0,99863

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5

Curva de calibraciéon dia 5

0,035
0,030

0,025 /
0,020

0,015 /

0,010 /

0,005 /

0,000 \ \
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Absorbancia

y = 0,056x + 0,0007

Concentracién mg Cd/L

Gréafica 8. Curva de calibracion dia 5
» Sensibilidad del método
La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas

de trabajo). En este proceso el valor obtenido fué 0,00237 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcion de la

concentracion.
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Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacién
21/02/2006 0,06110 0,99950
22/02/2006 0,06132 0,99824
23/02/2006 0,05368 0,99757
24/02/2006 0,05684 0,99757
25/02/2006 0,05601 0,99863
Promedio 0,05779 0,99830
Desviacion estandar 0,00298 0,00081
Sensibilidad 0,05779
calibraciéon

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad

» Limite de deteccidn y cuantificacion
En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcion
atémica con llama para cadmio en funcién del limite de deteccion y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR CALCULOS ESTADISTICOS | ABSORBANCIAS
(concentracion) MEDIDAS*1000
0,025 0,001 1
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
PROMEDIO 0,001
DESVIACION ESTANDAR 0,007
LIMITE DE DETECCION 0,047
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,099
Tabla 11. Respuesta equipo absorcién para el cadmio en funcién del limite de deteccion y cuantificacion

Rlir|lRr|krRrRR|R]~

Para hallar el dato de 0,001 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracién incluyendo 1 que fue el valor leido en el
espectrofotdmetro de absorcion atémica con llama para una concentracion estandar de
0,025 mgCd/L, obteniendo su limite de deteccién y de cuantificacion.
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» Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracion para

determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas * Media
1000
0,05 2,3,4 3
0,1 6,7,6 6
0,25 14,15,16 15
0,5 27,28,29 28
Media global 13,0
Fuente de variacion Suma de cuadrados Grados de
libertad
Entre muestras nxXi—XxX)2=1134 h—-1=3
Dentro de muestras 22 Xij—Xi)2=8 h(n-1)= 8
Total 22 (Xij—X)2= 1142 hn-1= 11
ANOVA: de un factor
RESUMEN
Grupos Frecuencia Suma  Promedio
0,05 3 9 3
0,1 3 18 6
0,25 3 45 15
0,5 3 84 28
ANOVA
Fuente de variacion SC gl CM F F crit
Entre grupos 1134 3 378 126 5,318
Dentro de grupos 8 8 1
Total 1142 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el cadmio por absorcion atébmica con llama.

El valor critico F1, 8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipétesis nula: la media muestral difiere significativamente, es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacion de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
(4) muestras lo qgue me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite

de confianza.
Donde:
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h: promedio de varianzas muestrales

(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del numero de grados de libertad del denominador VS nimero de grados
de libertad del numerador.

6.9.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al obtener los resultados experimentales en la validacion del cadmio método de
espectrofotometria de absorcion atdmica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que
es algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el analisis. Dentro
de los parametros estadisticos calculados durante este proceso se analiz6 lo siguiente:

> Precisién
El parametro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 0,5 mg Cd/L esta por debajo del 7%.

De acuerdo al intervalo de concentracion que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,05 — 0,5 mg Cd/L) se pudo observar que la precisién o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca de una manera u otra los resultados
cambien, aungue sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 4% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacion estandar o su coeficiente de variacion que en este caso fue: 0,004 para 0,05
mg Cd/L;0,003 para 0,10 mg Cd/L; 0,009 para 0,25 mg Cd/L y 0,004 para 0,5 mg Cd/L,
nos da el ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precision
de estos resultados obtenidos con la definicibn dada anteriormente.

» Exactitud
Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo como el grado de
aproximacién entre el valor obtenido experimental y el valor real o aceptado; se expresa
en términos de porcentaje de error relativo, para los estdndares de concentraciones
menores de 0,5 mg Cd/L utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este
porcentaje de error esta en el rango de 0,660 y 4,800%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacion de cadmio por el método de absorcién atbmica con llama.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom
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La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,05; 0,10; 0,25 y 0,5 mg CdiL,
principalmente en el intervalo de concentracion de 0,25 a 0,5 mg Cd/L en el que se
cumple la ley de Beer, al no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron
desvios segun la ley de Beer, los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores
fisicos, quimicos e instrumentales, llegando a ocurrir el caso el més frecuente es el factor
instrumental que es atribuido a la radiacion policromética, seleccién inadecuada de la
longitud de onda, fuente de radiacion inestable, detectores deficientes y defectos en la
parte Optica para la espectrofotometria de absorcion atomica con llama, lo que significa
gue para el proceso de cadmio esta dentro de las especificaciones requeridas.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debi6 a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curva de calibracion comparativa
Se puede notar que no hay una buena concordancia entre los cinco (5) dias consecutivos,
de la validacion (Gréafica No 3 y Tabla No 4), que obedecié posiblemente a elementos
gue afectaron la sensibilidad como:
» Paso oOptico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).
» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad
del quemador).
» Absorbancia (velocidad de aspiracién del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion +
desviacion estandar (0,05779 + 0,00298) .El valor a reportar es de 0,05779, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccion
El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefal en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefnal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracién que puede leer el
espectrofotdmetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
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se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se leyd. Se determino de la siguiente
manera:
Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg!
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Se: Desviacion estandar

En la determinacion de cadmio por el método de absorcion atémica con llama, utilizando
el equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin Elmer modelo 2380 con
base a los patrones de la curva de calibracién, se establecio el limite en 0,047 mg CdIL,
para una concentracion de 0,025 mgCd/L, obteniéndose una absorbancia de uno (1) en la
lectura de las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo
minimo que puede leer el equipo a esta concentracion para el cadmio.

> Limite de cuantificacién
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacién”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacion
estandar, ademas el limite de deteccion no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg?
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determiné para la validacién del cadmio método de absorcién atomica por llama el
limite de cuantificacion en 0,099 mg Cd/L, para 0,025 mg Cd/L lo que corresponde a la
menor cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables
en las condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion
dada el equipo lo puede cuantificar, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y
valorar este dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que
el método presente en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracién y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacién de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportandose 2,78 para P=0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)

concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
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un solo método absorcion atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Analisis de varianza (ANOVA)
El andlisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.
La hipétesis nula se rechaza cuando la variacion entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.
Normalmente la hipétesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.

6.9.9 CONCLUSIONES

>

>

La longitud de onda Optima para realizar la determinacion de cadmio por el método
espectrofotométrico de absorcién atbmica con llama es de 228,7-228,8 nm.

Segun la curva de Ringbom los datos éptimos, se encuentran en la seccién recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 0,25y 0,5mg/L.

La curva de calibracion comparativa para concentraciones de 0,05 a 0,5 mg Cd/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99830 confirmando una buena relacion
entre la concentracion y la absorbancia.

El método presenta una sensibilidad de 0,05779, la cual corresponde a la
pendiente de la curva de calibracién que puede producir un resultado significativo.

El limite de deteccién para la determinacion de cadmio por el método de absorcién
atémica con llama es 0,047 mg Cd/L. Este limite es la concentracion minima que
pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion estandar de
0,025 mg Cd/L.

El limite de cuantificacion que se determind para el cadmio fue de 0,099 mg Cd/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una concentracién
estandar de 0,025 mg Cd/L.

La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
para llevar a cabo el proceso de validacién y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de cadmio por el método
de absorcién atémica con llama, bajo la hipétesis nula se estimo de dos formas:
una la variacion dentro de muestras y la otra la variacion entre muestras
obteniéndose lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.l ;
cuadrado medio entre muestras = 378 con 3 g.l con un valor de 5,318 para el
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contraste de una cola, lo que significa que la hipétesis nula se rechaza porque la
variacion entre muestras es mayor que la variacion dentro de las muestras
tomandose 1 con 8 g.l para la posible ubicacion del dato a reportar, esto se hizo
con el fin de separar y estimar las diferentes causas de variaciéon que pueden
conducir a diferencias significativas entre los valores medios obtenidos.
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6.10 VALIDACION DE COBRE
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.10.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y analisis de varianza (ANOVA), que serviran
como criterios de confianza para la determinacién de cobre por el método de absorcién
atomica con llama.

6.10.2 FUNDAMENTO TEORICO

El cobre se encuentra normalmente en el agua potable. En bajos niveles (generalmente
por debajo de 20 ug/L), puede derivar del desgaste de las rocas y alguna contaminacion
industrial que se produzca, pero las principales fuentes en los suministros de agua son la
corrosion de las tuberias de cobre y bronce de los accesorios y de la adiciéon de sales de
cobre durante el tratamiento de agua para el control de las algas. El Decreto 475 de 1998
del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL AGUA POTABLE” da un
valor de 1,0 mg/L para cobre en agua potable y de 1,0 mg/L para agua segura.

6.10.3 REACTIVOS

La concentracion de acido no es critica en la concentracion final en la muestra:

» Solucién patron de cobre de 1000 pg/mL: preferiblemente un titrisol y/o fizanal
con certificado de pureza de la firma fabricante.

» Soluciones estandares de 0,25; 0,5; 1,0y 2,5 ug Cu/mL.
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

> Agua destilada — desmineralizada

6.10.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica marca Perkin EImer modelo 2380

» Lampara de catodo hueco para cobre (Cu)

» Gases (aire-acetileno grado absorcion atdmica) suministrado por Cryogas S.A.
>

Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand.
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YV V V VY V V

Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand
Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand

Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand

Filtros

Embudos filtrantes

6.10.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotdbmetro de absorcion atémica Perkin EImer modelo 2380:

>

YV V ¥V VY V VY

Y

El Mechero o quemador de 10 cm: debidamente alineado con el haz
Longitud de onda: 324,8 nm

Slit o rendija del monocromador: 0,7 nm

Corriente de la lampara : 25 mA

Voltaje del fototubo: 70-75 mV

Relacion de gases: aire-acetileno (30 : 20)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 435620 PERKIN ELMER
Supresor de interferencia: no presenta interferencias.

Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de acido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.

Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir acido nitrico (HNO3) hasta pH <
2.

Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del analisis para minimizar la

descomposicién microbiologica de los sélidos. Antes de iniciar el andlisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.
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> Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el quemador 0 mechero.
» Considerar la respuesta de la lampara de catodo hueco, asi como la corriente con
respecto al voltaje del fototubo.

» Seleccionar la maxima longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo.

» Aspiracion correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el cobre (Cu) debe ser oxidante:
aire-acetileno). Llama obtenida azul.
» Volumen minimo de muestra por analisis de 500mL

6.10.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de cobre se sigui6 el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el protocolo
para analisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
edicion 19. El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyd durante 5 ensayos
con su respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estandar de cobre de concentracion baja = 0,25 mg Cu/L

Emb: Estandar de cobre de concentracion media baja = 0,5 mg Cu/L
Ema: Estandar de cobre de concentracién media alta = 1,0 mg Cu/L
Ea: Estandar de cobre de concentracién alta = 2,5 mg Cu/L

El proceso de validacién se inici6 el dia veintisiete (27) de febrero a las 14 h: 50min, los
estdndares de concentracion baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patréon de 1000 ppm de cobre.

6.10.7 RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la validaciéon de cobre método de absorcién atbmica con
llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)
» Expresion matematica:
/mL=C Vi Yy

”g mL= 0 VO Va
Donde:
Co = Concentracion en yg/mL dado por la curva de calibracion
Vo= Volumen de muestra inicial, mL
Vi= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL
V1= Volumen al cual se llevé la alicuota Va, mL.

126



Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Cu/L

Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,215 | 0,551 | 0,999 2,494
0,00 | 0,251 | 0,513 | 0,999 2,497
2 0,00 | 0,252 | 0,527 | 0,999 2,494
0,00 | 0,241 | 0,514 | 0,983 2,505
3 0,00 | 0,266 | 0,519 | 0,987 2,499
0,00 | 0,239 | 0,555 | 1,011 2,485
4 0,00 | 0,229 | 0,558 | 0,996 2,492
0,00 | 0,229 | 0,558 | 0,996 2,492
5 0,00 | 0,248 | 0,528 | 1,018 2,452
0,00 | 0,257 | 0,546 | 0,980 2,498
Promedio - 0,243 | 0,537 | 0,997 2,491
Desviacion estandar - 0,015 | 0,019 | 0,012 0,015

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,215 | 0,513 | 0,980 2,452
Méaximo - 0,266 | 0,558 | 1,018 2,505
Intervalo - 0,051 | 0,045 | 0,038 0,053
Thajo - 1,818 | 1,289 1,434 2,655
Talto - 1,529 | 1,138 | 1,809 0,972
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de

aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo

entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg Cu/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Cu/L tedrico 0,0 0,25 0,5 1,0 2,5
1 0,00 | 0,215 | 0,551 | 0,999 | 2,494
0,00 | 0,251 | 0,513 | 0,999 | 2,497
2 0,00 | 0,252 | 0,527 | 0,999 | 2,494
0,00 | 0,241 | 0,514 | 0,983 | 2,505
3 0,00 | 0,266 | 0,519 | 0,987 | 2,499
0,00 | 0,239 | 0,555 | 1,011 | 2,485
4 0,00 | 0,229 0,996 | 2,492
0,00 | 0,229 0,996 | 2,492
5 0,00 | 0,248 | 0,528 | 1,018 | 2,452
0,00 | 0,257 | 0,546 | 0,980 | 2,498
Promedio - 0,243 | 0,473 | 0,997 | 2,491
Desviacion estandar - 0,015 | 0,017 | 0,012 | 0,015
%CV - 6,279 | 3,559 | 1,175 | 0,587
%Error - 2,920 | 5,489 | 0,320 | 0,368

Donde:

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos

CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracién de cobre

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva

de calibracién del cobre en un intervalo de concentracion entre 0,0 y 2,5 mgCu/L.

Concentracion Abs %T log C Abst (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
0,25 0,007 98,401 -0,602 1,599 0,984 63,007
0,5 0,015 96,605 -0,301 3,395 0,966 29,950
1,0 0,027 93,972 0,000 6,028 0,940 17,105
2,5 0,068 85,507 0,398 14,493 0,855 7,464

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracion del Cobre
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! Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia

Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(ACIC)/IAT = 0,434 /(T logT)
» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcioén de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM
= 3,00
S
5 2,50 ~
1S /
2 2,00
e]
.'CEE 1,50 %
.= 1,00
£ |
2 0,50 ———
Q \a
< 0,00
1 10 100
Concentracién mg Cu /L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD
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Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

» Curva de calibracién comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99951 y una
pendiente promedio de 0,02719.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curva de calibraciéon comparativa

0,080
s 0,060 ==
5
£ 0,040
=]
8 //
< 0,020 —
0,000 . .
0,0 1,0 2,0 3,0

Concentracion mg Cu/L

—DIA1 —DIA 2 DIA 3 DIA4 —DIAS

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

No. DE ENSAYO
Y FECHA

COEFICIENTE DE
CORRELACION (r)

No. 1 —2006 — 02 — 27 0,99970
No. 2 — 2006 — 02 — 28 0,99978
No. 3 — 2006 — 03 — 01 0,99985
No. 4 — 2006 — 03 — 02 0,99880
No. 5 — 2006 — 03 — 03 0,99944

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlacion

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006- 02 — 27

No. mg Cu/L

Encs)ay Bk Eb Emb Ema Ea

1 0,00 0,006 0,015 0,027 0,067
0,00 0,007 0,014 0,027 0,067

Pendiente 0,02674

Intercepto 0,00021

Correlacion 0,99970

Tabla 5. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

Curva de calibraciéon dia 1

0,080
8 0,060 -~
(&S]
c
I
2 0,040
o) /
2

2

< 0.020 y = 0,0267x + 0,0003

0,000 ‘ ‘

0,0 1,0 2,0

Concentracion mg Cu/L

3,0

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1
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Ensayo No. 2 /2006- 02 — 28

No. mg Cu/L |
Fncay
0 Bk Eb Emb Ema Ea
| 2 0,00 0,007 0,014 0,026 0,064 |

| 0,00 0,006 0,013 0,025 0,064 |

| Pendiente 0,02552 |
| Intercepto 0,00021 |
| Correlacion 0,99978 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curvade calibracién dia 2

0,080
©
‘S 0,060 —
C
©
2 0,040
o
20

y =0,0255x + 0,0002
0,000 . .
0,0 1,0 2,0 3,0
Concentracion mg Cu/L

Grafica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 -03-01

No. mg Cu/L

| |
Fneayn

‘ Bk Eb Emb Ema Ea ‘

| 3 0,00 0,008 0,015 0,028 0,070 |

| 0,00 0,007 0,015 0,028 o,o7o|

| Pendiente 0,02784 |
| Intercepto 0,00044 |
| Correlacion 0,99985 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curvade calibracién dia 3

0,080
2 0,060 _—*
c
©
2 0,040
[e]
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0,0 1,0 2,0 3,0

Concentracion mg Cu/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 — 03 - 02

No. mg Cu/L

t”jay Bk Eb Emb Ema Ea

4 0,00 0,008 0,017 0,030 0,072
0,00 0,007 0,016 0,028 0,069

Pendiente 0,02795

Intercepto 0,00094

Correlacion 0,99880

Tabla 8. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curvade calibracion dia 4

0,080
©
S 0,060 _—*
©
2 0,040
O /
2 0,020
< y =0,0279x + 0,0009
0,000 : .
0,0 1,0 2,0 30

Concentracion mg Cu/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4
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Ensayo N°5/2006 - 02 - 03

No. mg Cu/L
ENsa Bk Eb Emb Ema Ea
yo
5 0,00 0,008 0,016 0,030 0,071
0,00 0,008 0,016 0,028 0,070
Pendiente 0,02792
Intercepto 0,00097
Correlacion 0,99944
Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5
Curva de calibracién dia 5
0,080
©
5 0,060 _—*
S
2 0,040
o
g /
< 0,020 y =0,0279x + 0,001
0,000 . .
0,0 1,0 2,0 3,0
Concentracion mg Cu/L

Grafica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fué 0,02719 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcién de la

concentracion.
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Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
aziaolanng nNoa7A N ana7n %
==

Promedio 0,02719 0,99951
Desviacion estandar 0,00095 0,00043
Sensibilidad

calibraciéon 0,02719

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad

> Limite de deteccién y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcion
atémica con llama para cobre en funcién del limite de deteccién y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR CALCULOS ESTADISTICOS | ABSORBANCIAS
(concentracién) MEDIDAS*1000
0,10 0,04 2
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
PROMEDIO 0,04
DESVIACION ESTANDAR 0,02
LIMITE DE DETECCION 0,16
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,29
Tabla 11. Respuesta equipo absorcién para el cobre en funcién del limite de deteccion y cuantificacion.

NININININININININ

Para hallar el dato de 0,04 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracién incluyendo 2 que fue el valor leido en el
espectrofotdmetro de absorcion atémica con llama para una concentracion estandar de
0,10 mgCul/L, obteniendo su limite de deteccién y de cuantificacion.
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» Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracion para
determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas / Media
1000
0,25 6,7,8 7
0,50 15,16,17 16
1,0 28,29,30 29
2,5 69,70,71 70
Media global 31

Fuente de variacidon

Suma de cuadrados

Grados de libertad

Entre muestras n (Xi—X)?=6978 h-1=3

Dentro de muestras 22 (Xij—Xi)2=8 h(n-1)= 8

Total 2 2 (Xij—X)2= 6986 hn-1= 11
ANOVA: de factor Unico

RESUMEN

Grupos Frecuencia Suma Promedio Varianza

0,05 3 9 3 1

0,1 3 18 6 1

0,25 3 45 15 1

0,5 3 84 28 1

ANOVA

Fuente de variacion SC gl CM F F crit

Entre grupos 6978 3 2326 775 5,318

Dentro de grupos 8 8 1

Total 6986 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el cobre por absorcién atémica con llama.

El valor critico F1, 8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipétesis nula: la media muestral difiere significativamente. Es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacién de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
(4) muestras lo que me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite
de confianza.

Donde:

136




h: promedio de varianzas muestrales

(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del numero de grados de libertad del denominador VS nimero de grados
de libertad del numerador.

6.10.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al obtener los resultados experimentales en la validaciébn del cobre método de
espectrofotometria de absorcion atdmica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que es
algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el andlisis. Dentro de
los parametros estadisticos calculados durante este proceso se analiz6 lo siguiente:

> Precisién
El parametro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 2,5mg Cu/L esta por debajo del 6%.

De acuerdo al intervalo de concentracion que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,25 — 2,5 mg Cu/L) se pudo observar que la precisién o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca de una manera u otra los resultados
cambien, aungque sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 6% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacion estandar o su coeficiente de variacion que en este caso fue: 0,015 para 0,25
mg

Cu/L; 0,017 para 0,5 mg Cu/L; 0,012 para 1,0 mg Cu/L y 0,015 para 2,5 mg Cu/L, nos da
el ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precisién de estos
resultados obtenidos con la definicidon dada anteriormente.

» Exactitud
Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estdndares de concentraciones menores de 2,5 mg Cu/L
utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,320 y 5,489%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacién de cobre por el método de absorcion atdmica con llama.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom
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La curva de Ringbom obtenida(GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,25; 0,5; 1,0 y 2,5 mg Cu/L, principalmente
en el intervalo de concentracion de 1,0 a 2,5 mg Cu/L en el que se cumple la ley de Beer,
al no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron desvios segun la ley de Beer,
los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores fisicos, quimicos e
instrumentales, llegando a ocurrir el caso el mas frecuente es el factor instrumental que es
atribuido a la radiacién policromatica, seleccion inadecuada de la longitud de onda, fuente
de radiaciéon inestable, detectores deficientes y defectos en la parte Optica para la
espectrofotometria de absorcion atémica con llama, lo que significa que para el proceso
de cobre esta dentro de las especificaciones requeridas.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estdn entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debi6 a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curva de calibracion comparativa
Se puede notar una buena concordancia entre ellas, aunque se observa diferencia entre
el dia 2 y 4, (Grafica No 3 y Tabla No 4), que obedecid posiblemente a elementos que
afectaron la sensibilidad como:
» Paso optico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).
» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad
del quemador).
» Absorbancia (velocidad de aspiracion del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviaciéon
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion +
desviacion estandar (0,002719 + 0,00095) .El valor a reportar es de 0,02719, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccion
El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefal en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefnal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracién que puede leer el
espectrofotdmetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
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se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se leyd. Se determino de la siguiente
manera:
Limite de deteccion (LOD)= yg + 3Sg!
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Se: Desviacion estandar

En la determinacion de cobre por el método de absorcién atdbmica con llama, utilizando el

equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin EImer modelo 2380 con base
a los patrones de la curva de calibracion, se estableci6 el limite en 0,16 mg Cu/L, para
una concentracion de 0,10 mgCu/L, obteniéndose una absorbancia de dos (2) en la
lectura de las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo
minimo que puede leer el equipo a esta concentracion para el cobre.

» Limite de cuantificacién
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.
Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccion no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg?

Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determiné para la validacion del cobre método de absorcion atomica por llama el limite
de cuantificacion en 0,29 mg Cul/L, para 0,10 mg Cu/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precisién y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion dada el
equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracién y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacién de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportandose 2,78 para P=0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
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un solo método absorcion atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Analisis de varianza (ANOVA)
El andlisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.
La hipétesis nula se rechaza cuando la variacion entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.
Normalmente la hipétesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.

2.11.9. CONCLUSIONES

>

>

La longitud de onda 6ptima para realizar la determinacion de cobre por el método
espectrofotométrico de absorcién atobmica con llama es de 324,8 nm.

Segun la curva de Ringbom los datos 6ptimos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 1,0y 2,5 mg/L.

La curva de calibraciéon comparativa para concentraciones de 0,0 a 2,5 mg Cu/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99951 confirmando una buena relacién
entre la concentracion y la absorbancia.

El método presenta una sensibilidad de 0,02719 la cual corresponde a la
pendiente de la curva de calibracién que puede producir un resultado significativo.

El limite de deteccién para la determinacién de cobre por el método de absorcion
atémica con llama es 0,16 mg Cu/L. Este limite es la concentracion minima que
pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion estandar de
0,10 mg Cul/L.

El limite de cuantificacién que se determiné para el cobre fue de 0,29 mg Cu/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una concentracion
estandar de 0,10 mg Cu/L.

La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
para llevar a cabo el proceso de validacién y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacién de cobre por el método de
absorcion atdbmica con llama, bajo la hipétesis nula se estimo de dos formas: una
la variacion dentro de muestras y la otra la variacién entre muestras obteniéndose
lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.l ; cuadrado
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medio entre muestras = con 3 g.l con un valor de 5,318 para el contraste de una
cola, lo que significa que la hipotesis nula se rechaza porque la variacion entre
muestras es mayor que la variacion dentro de las muestras tomandose 1 con 8 g.l
para la posible ubicacion del dato a reportar, esto se hizo con el fin de separar y
estimar las diferentes causas de variacion que pueden conducir a diferencias
significativas entre los valores medios obtenidos.
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6.11 VALIDACION DE CROMO HEXAVALENTE CON DIFENILCARBACIDA
METODO DE COLORIMETRIA

6.11.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y linealidad que serviran como criterios de confianza
para la determinacion de cromo hexavalente con difenilcarbacida por el método de
colorimetria.

6.11.2 FUNDAMENTO TEORICO

En solucion ligeramente acida, el cromo hexavalente reacciona con la difenilcarbacida
para dar una coloracion rojo-violeta susceptible de una determinacién colorimétrica.

El cromo hexavalente que ya existe en la muestra se reduce a cromo trivalente por la
accion del sulfito sédico en presencia de acido sulfarico. ElI cromo total transformado en
cromo trivalente se oxida con solucibn de permanganato potdsico y se determina
colorimétricamente en forma hexavalente. Este método se recomienda para aguas que
contengan materias organicas. El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS
TECNICAS DE CALIDAD DEL AGUA POTABLE” da un valor de 0,01 mg/L para cromo
hexavalente en agua potable y de 0,025 mg/L para agua segura.

6.11.3 REACTIVOS
» Solucién patron de cromo de 1,0mg/L
» Solucién estandar de cromo de 5,0 ug/Ml
» Acido sulfarico, H,SOu, 6N
» Acido sulfarico, H2SOa, 0,2N

» Solucion acida de difenilcarbacida
>
6.11.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Espectrofotometro con region visible marca Milton Roy Spectronic 20 D modelo
333175

» Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand
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>

Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand
Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand
Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand.

6.11.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para andlisis de
aguas, J. Rodier. Ediciones Omega, S.A., Barcelona 1981.

>

Solucién patron de cromo de 1,0mg/L: tomar 10 mL de la solucién patréon en
agua Yy diluir a 1000 mL con agua bidestilada.

Solucién estandar de cromo de 5,0 pg/mL: diluir 1,0 mL de la solucién patrén en
100 mL de agua desmineralizada. 1,0 mL = 5,0 pgCr/L.

Acido sulfarico, H,SO4, 6N: diluir 2 volimenes de acido y 1 volumen de agua
desmineralizada.

Acido sulfarico, H>SO., 0.2N: diluir 17 mL de la solucién de H,SO4 6N en 500 mL
de agua desmineralizada.

Solucién acida de difenilcarbacida: disolver 0,2 g de 1,5-difenilcarbacida (1,5-
difenilcarbohidracida) en 100 mL de alcohol etilico de 95° y 400 mL de solucién de
acido sulfarico 0,2 N. Almacenar en una botella ambar y bien tapada. Descartar
esta solucion cuando comienza a decolorear. Revision exhaustiva de la calidad
y pureza de los reactivos a utilizar.

Debe realizarse como minimo 5 ensayos cada uno con su respectiva replica,
dando asi 10 datos para el posterior tratamiento estadistico.

Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersados de
material no homogéneo.

Volumen de la muestra para cada analisis 50 mL

6.11.6 PROCEDIMIENTO

Para el andlisis de cromo hexavalente se siguié el procedimiento 3500-Cr (A-D) descrito
en el protocolo para andlisis de aguas J. Rodier. Ediciones Omega, S.A., Barcelona 1981.
El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyd durante 5 ensayos con su
respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.
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Bk: Blanco de reactivos

Eb: Estandar de cromo hexavalente de concentracion baja = 0,020 mg Cré*/L

Emb: Estandar de cromo hexavalente de concentraciéon media baja = 0,050 mg Cr®*/L
Ema: Estandar de cromo hexavalente de concentracion media alta = 0,100 mg Cré*/L
Ea: Estandar de cromo hexavalente de concentracion alta = 0,250 mg Cré*/L

El proceso de validacion se inicid el dia veintinueve (29) de marzo a las 10 h: 40min, los
estandares de concentracion baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patrén de 1000 ppm de cromo hexavalente.

6.11.7 RESULTADOS

El célculo de la determinacion de cromo hexavalente es hallado por la lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm de cada estandar o patrén incluyendo la
curva de calibracién se procede a determinar la concentracion de la muestra.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Cré*/L

Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,014 | 0,051 0,102 0,249
0,00 | 0,010 | 0,055 0,110 0,246
2 0,00 | 0,017 | 0,051 0,098 0,251
0,00 | 0,027 | 0,046 0,091 0,254
3 0,00 | 0,018 | 0,052 0,095 0,252
0,00 | 0,023 | 0,047 0,094 0,253
4 0,00 | 0,017 | 0,052 0,097 0,251
0,00 | 0,021 | 0,045 0,097 0,254
5 0,00 | 0,016 | 0,050 0,105 0,248
0,00 | 0,021 | 0,049 0,097 0,251
Promedio - 0,018 0,050 0,099 0,251
Desviacion estandar - 0,005 0,003 0,006 0,003

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,010 | 0,045 0,091 0,246
Maximo - 0,027 | 0,055 0,110 0,254
Intervalo - 0,017 0,010 0,019 0,008
Thajo - 1,746 1,556 1,357 1,884
Talto - 1,787 1,686 2,035 1,192
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T te6rico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nimero de muestras. El valor
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reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg Cré*/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Cr8*/L tedrico 0 0,02 0,05 0,10 0,25
1 0,00 | 0,014 | 0,051 | 0,102 | 0,249
0,00 | 0,010 0,110 | 0,246
2 0,00 | 0,017 | 0,051 | 0,098 | 0,251
0,00 | 0,027 | 0,046 | 0,091 | 0,254
3 0,00 | 0,018 | 0,052 | 0,095 | 0,252
0,00 | 0,023 | 0,047 | 0,094 | 0,253
4 0,00 | 0,017 | 0,052 | 0,097 | 0,251
0,00 | 0,021 | 0,045 | 0,097 | 0,254
5 0,00 | 0,016 | 0,050 | 0,105 | 0,248
0,00 | 0,021 | 0,049 | 0,097 | 0,251
Promedio - 0,018 | 0,049 | 0,099 | 0,251
Desviacion estandar - 0,005 | 0,003 | 0,006 | 0,003
%CV - 26,15 | 5,354 | 5,681 | 1,037

2

%Error - 8,000 | 1,556 | 1,400 | 0,360

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracién de cromo
hexavalente

La tabla gue se muestra a continuacién, representa los datos obtenidos al realizar la curva

de calibracién de cromo hexavalente en un intervalo de concentracién entre 0,0 y
0,25mg Cr*s/L.
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Concentracion Abs %T log C Abst T (ACIC)/AT?
mg/L Error relativo
0,000 0,00 100,00 0,00 1,00
0,02 0,004 99,083 -1,619 0,917 0,991 109,504
0,05 0,009 97,949 -1,301 2,051 0,979 49,232
0,10 0,019 95,719 -1,000 4,281 0,957 23,864
0,25 0,051 88,920 -0,602 11,080 0,889 9,570

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracion del Cromo hexavalente
! Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia

Abs : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracion
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(AC/C)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom
A partir de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion se construyé la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM
-
S 0,30 L
S 0,25
= 0,20
T 015
©
S 0,10 /»’
5 005
0
2 0,00 t
0,100 1,000 10,000 100,000
Concentracién mg Cr'/L

Grafica 1. Curva de Ringbom

146



La Grafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorcion en funcién de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacion es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford

CURVA DE CRAWFORD
120
o 100 ?
= /
..% 80 /
© 60 /
S 40 /
W 20 p—
0 . . . . . .
88 90 92 94 9% 98 100 102
% Transmitancia

Grafica 2. Curva de Crawford

6.6 Curva de calibraciéon comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99869 y una
pendiente promedio de 0,20679.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicién de muestras, indicando su desviacion estandar.
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Curva de calibracion comparativa
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« 0,1 —1
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0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3

Concentracion ma Cr*®/L
|—DIA1 —DIA2  DIA3 — DIA4 —DIAS|

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.

Los coeficientes de correlaciébn de cada una de las graficas se puede observar en la
siguiente tabla:

No. DE ENSAYO COEFICIENTE DE

Y FECHA CORRELACION (r)
No. 1 — 2006 — 03 — 29 0,99720
No. 2 — 2006 — 03 — 30 0,99870
No. 3 — 2006 — 03 —31 0,99924
No. 4 — 2006 — 04— 01 0,99859
No. 5 —2006 — 04 - 02 0,99948

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlaciéon

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006 — 03 - 29

No. mg Cré*/L
ENsayo g Eb Emb Ema Ea
1 0,00 0,002 0,010 0,021 0,053
0,00 0,002 0,011 0,022 0,049
Pendiente 0,20750
Intercepto -0,00043
Correlacion 0,99720

Tabla 5. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 1
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Curvade calibracion dia 1

0,06
5 005 $
S 0,04
©
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2
2 0,02
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0,01

y = 0,2075x - 0,0004
0,00 ¢ : ;
0,0 0,1 0,2 0,3
Concentracién mg Cr'®/L

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1

Ensayo No. 2 /2006 - 03 - 30

No. mg Cré*/L

Ensayo Bk Eb Emb  Ema Ea

2 0,00 0,003 0,010 0,020 0,052
0,00 0,005 0,009 0,018 0,051

Pendiente 0,20623

Intercepto -0,00052

Correlacion 0,99870

Tabla 6. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 2

Curva de calibracion dia 2

0,06

0,05 /
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©
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C
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0,01

y = 0,2062x - 0,0005
0,00 T T
0,0 0,1 0,2 0,3

Concentracién mg Cr*/L

Gréfica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 - 03-31
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No. mg Cr8*/L |

|

’ mhsaya Bk Eb Emb Ema Ea ‘
E 0,00 0,003 0,010 0,019 0,052 |
| 0,00 0,004 0,009 0,019 0,052 |
| Pendiente 0,20910 |
| Intercepto -0,00076 |
| Correlacién 0,99924 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3

Curva de calibracién dia 3

0,06

0,05 »
©
S 0,04
©
2 0,03
o _—
g 0,02

0,01

y = 0,2091x - 0,0008
0,00 : :
0,0 0,1 0,2 0,3
Concentracién mg Cr*®/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 - 04 -01

| No. mg Cré*/L |
Ensayo
| Bk Eb Emb  Ema Ea |
| 4 0,00 0,003 0010 0019 0,050 |
| 0,00 0,003 0,008 0018 0,052 ]
| Pendiente 0,20598 |
[ Intercepto -0,00100 |
| Correlacién 0,99859 |

Tabla 8. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 4
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Curva de calibraciéon dia 4

0,06

0,05

-t

0,04
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0,02

Absorbancia

0,01

y = 0,206x - 0,001

0,00
0,0
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Concentracion mg Cr*®/L

0,3

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4

Ensayo N°5/2006 — 04 — 02

| No. mg Cré*/L ]
| EMsEy0 Bk Eb Emb  Ema Ea |
| 5 0,00 0,003 0,010 0,021 0,050 |
y 0,00 0,004 0,010 0,020 0,052 ‘
| Pendiente 0,20513 |
Intercepto -0,00023
Correlacion 0,99948

Tabla 9. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 5

Curva de calibracion dia 5

0,06

0,05 s
©
‘c 0,04
[
@
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?
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y = 0,2051x - 0,0002
0,00 T T
0,0 0,1 0,2 0,3
Concentraciéon mg Cr*é/L

Gréafica 8. Curva de calibracion dia 5
» Sensibilidad del método
La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 0,20679 de sensibilidad de calibracion lo
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gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcién de la
concentracion.

Fecha Pendiente Coeﬂuent_g
de correlacion
—aaiaoioana—— N 207EN N aa72n I
oA o{o N 0202090 N 00070 |
|
o4 ino{o e N.20010 faWaTalato V.| |
|
A Ao 020000 faWaTaYel=da} |
|
Ao iaAloO0 6 A=O-Ored-O- A-—O0A0—
Promedio 0,20679 0,99864
Desviacion estandar 0,00138 0,00089
Sensibilidad
calibraciéon 0,20679

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad
» Limite de deteccién y cuantificacion
En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del colorimetro para cromo
hexavalente en funcion del limite de deteccion y de cuantificacion:

CONCENTRACION ESTANDAR ABSORBANCIAS MEDIDAS
0,02 0,002
0,003
0,002
0,002
0,002
0,002
0,003
0,003
0,003
0,003
PROMEDIO 0,003
DESVIACION ESTANDAR 0,005
LIMITE DE DETECCION 0,036
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,073
Tabla 11.Respuesta colorimetro para cromo hexavalente en funcién del limite de deteccion y de
cuantificacion.
El colorimetro me da las lecturas obtenidas por cada muestra de la cual los resultados
dados se incluye el promedio en la curva de calibracion es decir 0,003 hallando de esta
forma asi el limite de deteccién y de cuantificacion.

6.11.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS
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Al obtener los resultados experimentales en la validacién del cromo hexavalente con
difenilcarbacida método de colorimetria no se evidenciaron errores sistematicos, ni
resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que es algo
impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el andlisis.

> Precisién
El pardmetro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 0,25 mg Cr®'/L esta por debajo del 26%.

De acuerdo al intervalo de concentracién que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,02 — 0,25 mg Cr®*/L) se observo que la precision o reproducibilidad se afecta
por los errores aleatorios que provoca de una manera u otra los resultados cambien,
aunque sean pequefos.

» Exactitud
Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estandares de concentraciones menores de 0,25 mg Cré*/L
utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,360 y 8,000%.

Este porcentaje de error relativo nos demuestra que el grado de aproximacion entre el
valor obtenido experimental y el valor real o aceptado no esta tan lejos de los valores
obtenidos por el espectrofotometro para la determinacién de cromo hexavalente por el
método de colorimetria.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom

La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,02; 0,05; 0,10 y 0,25 mg Cr*o/L,
principalmente en el intervalo de concentracion de 0,10 a 0,25 mg Cr*%/L en el que se
cumple la ley de Beer, al no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron
desvios segun la ley de Beer, los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores
fisicos, quimicos e instrumentales, llegando a ocurrir el caso el mas frecuente es el factor
instrumental que es atribuido a la radiacion policromatica, seleccion inadecuada de la
longitud de onda, fuente de radiacion inestable, detectores deficientes y defectos en la
parte Optica para el colorimetro, lo que significa que para el proceso de cromo
hexavalente esta dentro de las especificaciones requeridas.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.

El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
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muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debié a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curva de calibracion comparativa
Se puede notar una buena concordancia entre ellas, aunque se observa diferencia entre
los dias 1 y 2 (Grafica No 3 y Tabla No 4), ya que el método es muy sensible, poco
estable debido a la coloracion roja-violeta que no se desarrolla completamente.

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion *
desviaciéon estandar (0,20679 + 0,00138) .El valor a reportar es de 0,20679, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcion de
la concentracion.

» Limite de deteccidn
El limite de detecciébn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracion que puede leer el
espectrofotdmetro Spectronic 20D modelo 333175 de acuerdo con las concentraciones
estdndar que se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se leyd. Se determino
de la siguiente manera:

Limite de deteccién (LOD)=ys + 3Sg?
Donde:
ys. Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacién de cromo hexavalente por el método de colorimetria, utilizando el
equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA espectrofotébmetro Spectronic 20D
modelo 333175 con base a los patrones de la curva de calibracion, se establecio el limite
en 0,036 mg Cr/L, para una concentracion de 0,02 mg Cré/L, obteniéndose unas lecturas
de absorbancia que oscilaban entre 0,002 y 0,003 de las respectivas muestras para esta
concentracion ; esto significa que es lo minimo que puede leer el equipo a esta
concentracién para cromo hexavalente.

» Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.
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Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacion
estandar, ademas el limite de deteccién no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg*
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Se: Desviacion estandar

Se determiné para la validacion de cromo hexavalente método de colorimetria el limite de
cuantificacién en 0,073 mg Cr*®/L, para 0,02 mg Cr*®/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion dada el
equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracion y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacion de la linealidad se necesit6 de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportdndose 2,78 para P = 0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
un solo método absorcién atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

6.11.9 CONCLUSIONES

» La longitud de onda éptima para realizar la determinacion de cromo hexavalente
con difenilcarbacida por el método colorimétrico es de 540nm.

» Segun la curva de Ringbom los datos 6ptimos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 0,10 y 0,25mg/L.

> La curva de calibracion comparativa para concentraciones de 0,0 a 0,25 mg Cr8*/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99864 confirmando una buena relacién
entre la concentracion y la absorbancia.

» El método presenta una sensibilidad de calibracibn de 0,20679, la cual
corresponde a la pendiente de la curva de calibraciéon de cromo hexavalente que
puede producir un resultado significativo.

» El limite de deteccibn para la determinacion de cromo hexavalente con
difenilcarbacida por el método colorimétrico es 0,036 mg Cr®*/L. Este limite es la
concentracién minima que pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una
concentracion estandar de 0,02 mg Cr*/L.
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» El limite de cuantificacion que se determind para el Cromo hexavalente fue de
0,073 mg Cr*%/L siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse y
cuantificarse con precision y exactitud razonables en las condiciones
establecidas, para una concentracién estandar de 0,02 mg Cr*9/L.
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6.12 VALIDACION DE MANGANESO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.12.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precisién, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y analisis de varianza (ANOVA), que serviran
como criterios de confianza para la determinacion de manganeso por el método de
absorcién atémica con llama.

6.12.2 FUNDAMENTO TEORICO

Aunque el manganeso en aguas subterraneas esta presente en la forma soluble divalente
ibnica por la ausencia de oxigeno parte de todo el manganeso en una planta de
tratamiento de agua puede estar en estado de valencia alta. La determinacién de
manganeso total no se diferencia de los varios estados de valencia.

Hay evidencia de que el manganeso ocurre en aguas superficiales ambos en suspensiéon
en el estado tetravalente y en el estado trivalente en un complejo soluble relativamente
estable.

La determinacion del manganeso debe practicarse inmediatamente después de tomar la
muestra, pues tiene tendencia a oxidarse rapidamente, a precipitar y a fijarse sobre las
paredes del recipiente. En el caso contrario, acidificar la muestra en el momento de
tomarla.

El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL
AGUA POTABLE” da un valor de 0,1 mg/L para manganeso en agua potable y de 0,15
mg/L para agua segura.

6.12.3 REACTIVOS
La concentracion de acido no es critica en la concentracion final en la muestra.
» Solucién patrén de manganeso de 1000 pg/mL: preferiblemente un titrisol y/o
fizanal con certificado de pureza de la firma fabricante.
» Soluciones estandares de 0,1;0,25;0,5y 1,0 uyg Mn/mL
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

> Agua destilada — desmineralizada

6.12.4 MATERIALES Y EQUIPOS
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YV V Vv ¥V ¥V VY ¥V V V VY

Espectrofotometro de Absorcion Atémica marca Perkin Elmer modelo 2380
Lampara de catodo hueco para manganeso (Mn)

Gases (aire-acetileno grado absorcién atomica)

Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand

Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand

Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand

Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand.

Filtros

Embudos filtrantes

6.12.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para andlisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotdmetro de absorcion atdmica Perkin Elmer modelo 2380:

>
>
>

YV V V VY

>

>

>

El Mechero o quemador de 10 cm: debidamente alineado con el haz
Longitud de onda: 279,4 nm

Slit o rendija del monocromador: 0,2 nm

Corriente de la lampara : 25 mA

Voltaje del fototubo: 70-75

Relacion de gases: aire-acetileno (30 : 20)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 175450 PERKIN ELMER
Supresor de interferencia: no presenta interferencias.

Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de acido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.
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> Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir acido nitrico (HNOs3) hasta pH <
2.

> Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del andlisis para minimizar la
descomposicion microbiolégica de los sélidos. Antes de iniciar el analisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.

» Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el quemador o mechero.

» Tener en cuenta la respuesta de la lampara de catodo hueco con respecto al voltaje
del fototubo y la corriente de la lampara de catodo hueco.

» Seleccion maxima de la longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo

» Aspiracion correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el manganeso (Mn) debe ser
oxidante: aire-acetileno). Llama obtenida azul.

» Volumen minimo de muestra por analisis de 500mL

6.12.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de manganeso se siguié el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el
protocolo para analisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater edicion 19. EIl siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyd
durante 5 ensayos con su respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estdndar de manganeso de concentracién baja = 0,1 mg Mn/L

Emb: Estandar de manganeso de concentracién media baja = 0,25 mg Mn/L
Ema: Estdndar de manganeso de concentracion media alta = 0,5 mg Mn/L
Ea: Estandar de manganeso de concentracion alta = 1,0 mg Mn/L

El proceso de validacién se inici6 el dia siete (7) de marzo a las 12 h: 00min, los
estdndares de concentracion baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patrén de 1000 ppm de manganeso.

6.12.7 RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la validacion de manganeso método de absorcion
atomica con llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)
» Expresion matematica:
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Vf Vl
Hg/mL=C, - -
0 a

Donde:

Co = Concentracion en ug/mL dado por la curva de calibracion
Vo= Volumen de muestra inicial, mL

V= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL

V1= Volumen al cual se llevé la alicuota Va, mL.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Mn/L

Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,109 0,231 0,533 0,987
0,00 | 0,086 0,251 0,548 0,977
2 0,00 | 0,117 0,244 0,496 1,002
0,00 | 0,094 0,244 0,514 0,995
3 0,00 | 0,104 0,252 0,518 0,990
0,00 | 0,107 0,260 0,505 0,995
4 0,00 | 0,110 0,255 0,485 1,005
0,00 | 0,100 0,257 0,539 0,979
5 0,00 | 0,106 0,249 0,508 0,996
0,00 | 0,104 0,252 0,518 0,990
Promedio - 0,104 0,250 0,516 0,992
Desviacion estandar - 0,009 0,008 0,019 0,009

NUumero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,086 0,231 0,485 0,977
Méaximo - 0,117 0,260 0,548 1,005
Intervalo - 0,031 0,029 0,063 0,028
Thajo - 2,033 2,239 1,616 1,623
Talto - 1,528 1,271 1,626 1,490
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T teérico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg Mn/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Mn/L teorico 0 0,1 0,25 0,5 1,0
1 0,00 | 0,209 | 0,231 | 0,533 | 0,987
0,00 | 0,086 | 0,251 | 0,548 | 0,977
2 0,00 | 0,117 | 0,244 | 0,496 | 1,002
0,00 | 0,094 | 0,244 | 0,514 | 0,995
3 0,00 | 0,104 | 0,252 | 0,518 | 0,990
0,00 | 0,207 | 0,260 | 0,505 | 0,995
4 0,00 | 0,110 | 0,255 | 0,485 | 1,005
0,00 | 0,200 | 0,257 | 0,539 | 0,979
5 0,00 | 0,106 | 0,249 | 0,508 | 0,996
0,00 | 0,104 | 0,252 | 0,518 | 0,990
Promedio - 0,104 | 0,248 | 0,516 | 0,992
Desviacion estandar - 0,009 | 0,008 | 0,019 | 0,009
%CV - 8,395 | 3,158 | 3,763 | 0,907
%Error - 3,700 | 0,667 | 3,280 | 0,840

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracién de manganeso

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva
de calibracién del manganeso en un intervalo de concentraciéon entre 0,0 y 2,5 mgCul/L.

Concentracion Abs %T log C Abst T (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
0,1 0,004 99,083 -1,000 0,917 0,991 109,504
0,25 0,009 97,949 -0,602 2,051 0,979 49,232
0,5 0,017 96,161 -0,301 3,839 0,962 26,549
1,0 0,032 92,897 0,000 7,103 0,929 14,600

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracién del Manganeso

L Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia
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Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(AC/C)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcioén de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM

1,2
=
S 1,0
S
N 0,8
g 06
2 04 Va
o
302 d
< >

0,0

0 1 10
Concentracién mg Mn/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD
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Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

> Curva de calibracion comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99845 y una
pendiente promedio de 0,03300.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curvade calibracion comparativa

0,040
0,030 —

0,020 /
0,010 ///

0,000 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Concentracion mg Mn/L
—DIA1 —DIA2 DIA 3 DIA4 —DIAS

Absorbancia

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

No. DE ENSAYO
Y FECHA

COEFICIENTE DE
CORRELACION (r)

No. 1 —2006 — 03 — 07 0,99617
No. 2 — 2006 — 03 — 08 0,99936
No. 3 — 2006 — 03 — 09 0,99928
No. 4 — 2006 — 03 — 10 0,99787
No. 5 —-2006 -03 - 11 0,99955

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlacion

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006 — 03 - 07

No. mg Mn/L

tnsay Bk Eb Emb  Ema Ea

1 0,00 0,004 0,008 0,018 0,033
0,00 0,003 0,008 0,017 0,030

Pendiente 0,03168

Intercepto 0,00038

Correlacion 0,99617

Tabla 5. Resumen de pardametros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

Curva de calibracion dia 1

0,040
.8 0,030 /3
(&)
c
©
£ 0,020
o /
[%2]
o
< 0,010

0,000 : : : y =.O'0317X .+ 0,0004

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracion mg Mn/L

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1
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Ensayo No. 2 /2006

-03-08

| No. mg Mn/L |
e Bk Eb Emb Ema  Ea

| 2 0,00 0,004 0,008 0016 0,032 |

| 0,00 0,003 0,008 0,017 0,033 |

| Pendiente 0,03247 |

[ Intercepto 0,00009 |

| Correlacion 0,99936 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curva de calibracion dia 2

0,040

= 0,030 =

C

©

2 0,020

o

g /

< 0,010
0,000 : : : y :.0’0325X + 9E-05

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracion mg Mn/L
Grafica 5. Curva de calibracion dia 2
Ensayo No. 3/2006 — 03 -09

| No. mg Mn/L |
| Bk Eb Emb Ema Ea |
| a 0,00 0,004 0,009 0,018 0,034|
| 0,00 0004 0009 0017 _ 0033]
[ Pendiente 0,03326 |
| Intercepto 0,00049 |
| Correlacion 0,99936 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curvade calibracién dia 3

0,040
©
S 0,030 4
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©
2 0,020
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y = 0,0333x + 0,0005
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracion mg Mn/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 - 02 - 10

No. mg Mn/L

Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,004 0,009 0,017 0,035
0,00 0,004 0,009 0,018 0,032

A

Pendiente 0,03326
Intercepto 0,00049
Correlacion 0,99787

Tabla 8. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curvade calibracion dia 4

0,040
©
‘5 0,030 P ¢
c
©
2 0,020
S /
2 0010
= +
0.000 . . . y =0,0333 +0,0005
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Concentracion mg Mn/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4

Ensayo N°5/2006 -03-11
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No. mg Mn/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,004 0,009 0,018 0,035
0,00 0,004 0,009 0,018 0,034
Pendiente 0,03435
Intercepto 0,00039
Correlacion 0,99955

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5

Curvade calibracion dia 5

0,040
= 0,030 —*
[
©
2 0,020
5 /
w
2 0010

y = 0,0343x + 0,0004
0,000 ' ' ' ' '
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracion mg Mn/L

Grafica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 0,03300 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcién de la

concentracion.
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Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
== 2 N N21RQ N aoar17 %

4400 AOOACE £ ==
Promedio 0,03300 0,99845
Desviacion estandar 0,00089 0,00144
Sensibilidad
calibraciéon 0,03300

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad

» Limite de deteccidn y cuantificacion
En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcion
atémica con llama para manganeso en funcion del limite de deteccion y de cuantificacién:

CONCENTRACIONES ESTANDAR CALCULOS ESTADISTICOS | ABSORBANCIAS
(concentracién) MEDIDAS*1000
0,10 0,05 2
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
PROMEDIO 0,05
DESVIACION ESTANDAR 0,02
LIMITE DE DETECCION 0,15
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,26

Tabla 11. Respuesta equipo absorcién para el manganeso en funcion del limite de deteccién y
cuantificacion.

NINININININININGN

Para hallar el dato de 0,05 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracion incluyendo dos (2) que fue el valor leido en el
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espectrofotdbmetro de absorciéon atdmica con llama para una concentracion estandar de
0,10 mgMn/L, obteniendo su limite de deteccién y de cuantificacion.

» Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracion para
determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas / Media
1000
0,10 2,34 3
0,25 7,8,9 8
0,50 16,17,18 17
1,0 32,33,34 33
Media global 15,3

Fuente de variaciéon

Suma de cuadrados

Grados de libertad

Entre muestras

n s (Xi— X )2 = 1563

h-1=3

Dentro de muestras 22 (Xij—Xi)2=8 h(n-1)= 8

Total > ¥ (Xij—X)2= 1571 hn-1= 11
ANOVA: de factor Unico

RESUMEN

Grupos Frecuencia Suma Promedio Varianza

0,10 3 9 3 1

0,25 3 18 6 1

0,50 3 45 15 1

1,0 3 84 28 1

ANOVA

Fuente de variacion SC gl CM F F crit

Entre grupos 1563 3 521 174 5,318

Dentro de grupos 8 8 1

Total 1571 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el manganeso por absorcién atdmica con llama.

El valor critico F1, 8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipétesis nula: la media muestral difiere significativamente, es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacién de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
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(4) muestras lo que me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite
de confianza.

Donde:

h: promedio de varianzas muestrales

(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del numero de grados de libertad del denominador VS nimero de grados
de libertad del numerador.

6.12.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al obtener los resultados experimentales en la validacion del manganeso método de
espectrofotometria de absorcibn atémica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que
es algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el analisis. Dentro
de los parametros estadisticos calculados durante este proceso se analizé lo siguiente:

» Precision
El parametro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 1,0 mg Mn/L esta por debajo del 8%.

De acuerdo al intervalo de concentracién que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,1 — 1,0 mg Mn/L) se pudo observar que la precision o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca que de una manera u otra los resultados
cambien, aungue sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 3% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacion estandar o su coeficiente de variacién que en este caso fue: 0,009 para 0,1 mg
Mn/L;0,008 para 0,25 mg Mn/L; 0,019 para 0,5 mg Mn/L y 0,009 para 1,0 mg Mn/L, nos da
el ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precision de estos
resultados obtenidos con la definicion dada anteriormente.

> Exactitud

Respecto al pardmetro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estandares de concentraciones menores de 1,0 mg Mn/L
utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,667 y 3,700%.
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Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacién de manganeso por el método de absorcion atdmica con
llama.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom

La curva de Ringbom obtenida(GRAFICO No.1) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,1; 0,25; 0,5y 1,0 mg Mn/L, principalmente
en el intervalo de concentracién de 0,5 a 1,0 mg Mn/L en el que se cumple la ley de Beer,
al no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron desvios segun la ley de Beer,
los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores fisicos, quimicos e
instrumentales, llegando a ocurrir el caso el mas frecuente es el factor instrumental que es
atribuido a la radiacién policromatica, seleccion inadecuada de la longitud de onda, fuente
de radiacion inestable, detectores deficientes y defectos en la parte Optica para la
espectrofotometria de absorcion atémica con llama, lo que significa que para el proceso
de manganeso esta dentro de las especificaciones requeridas.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 0
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debié a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curvade calibracion comparativa
Se puede notar una buena concordancia entre ellas, aungue se observa diferencia entre
los dias 2 y 5 (Gréafica No 3y Tabla No 4), que obedecié posiblemente a elementos que
afectaron la sensibilidad como:
Paso dptico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del diafragma).
» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad
del quemador).
» Absorbancia (velocidad de aspiracion del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracién obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion +
desviacion estandar (0,03300 + 0,00089) .El valor a reportar es de 0,03300, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

> Limite de deteccién
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El limite de detecciébn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefial en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefial del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracion minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracién que puede leer el
espectrofotdbmetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se leyd. Se determino de la siguiente
manera:

Limite de deteccion (LOD)=yg + 3Sg!
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Se: Desviacion estandar

En la determinacion de manganeso por el método de absorcién atémica con llama,
utilizando el equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin Elmer modelo
2380 con base a los patrones de la curva de calibracion, se estableci6 el limite en 0,15 mg
Mn/L, para una concentracion de 0,1 mg Mn/L, obteniéndose una absorbancia de dos (2)
en la lectura de las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo
minimo que puede leer el equipo a esta concentracidn para el manganeso.

» Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacion se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccidon, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccion no es cuantificable.

Limite de cuantificacién (LOQ) = yg + 10Sg?*
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determiné para la validacién del manganeso método de absorcion atomica por llama el
limite de cuantificacion en 0,26 mg Mn/L, para 0,1 mg Mn/L lo que corresponde a la
menor cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables
en las condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion
dada el equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y
valorar este dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que
el método presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

> Linealidad

Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentraciéon y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacién de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
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distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportandose 2,78 para P=0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
un solo método absorcion atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Analisis de varianza (ANOVA)
El andlisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.
La hipétesis nula se rechaza cuando la variacion entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.
Normalmente la hipétesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.

2.13.9. CONCLUSIONES

La longitud de onda 6ptima para realizar la determinacién de manganeso por el
meétodo espectrofotométrico de absorcion atémica con llama es de 279,4 nm.

» Segun la curva de Ringbom los datos Optimos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 0,5y 1,0 mg/L.

» La curva de calibracibn comparativa para concentraciones de 0,0 a 1,0 mg Mn/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99845 confirmando una buena relacién
entre la concentracion y la absorbancia.

» El método presenta una sensibilidad de 0,03300, la cual corresponde a la minima
cantidad de manganeso que puede producir un resultado significativo.

» El limite de deteccion para la determinacién de manganeso por el método de
absorcion atomica con llama es 0,15 mg Mn/L. Este limite es la concentracion
minima que pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion
estandar de 0,1 mg Mn/L.

» El limite de cuantificacion que se determin6 para el manganeso fue de 0,26 mg
Mn/L siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con
precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una
concentracién estandar de 0,1mg Mn/L.

» La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
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para llevar a cabo el proceso de validacion y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacién de cadmio por el método
de absorcion atdmica con llama, bajo la hip6tesis nula se estimo de dos formas:
una la variacion dentro de muestras y la otra la variacion entre muestras
obteniéndose lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.| ;
cuadrado medio entre muestras = 521 con 3 g.l con un valor de 5,318 para el
contraste de una cola, lo que significa que la hipétesis nula se rechaza porque la
variacion entre muestras es mayor que la variacion dentro de las muestras
tomandose 1 con 8 g.l para la posible ubicacion del dato a reportar, esto se hizo
con el fin de separar y estimar las diferentes causas de variacion que pueden
conducir a diferencias significativas entre los valores medios obtenidos.
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6.13 VALIDACION DE NIQUEL
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.13.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precisién, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y andlisis de varianza (ANOVA), que serviran
como criterios de confianza para la determinacion de niquel por el método de absorcién
atomica con llama.

6.13.2 FUNDAMENTO TEORICO

El niquel es comuan en el agua potable, poco toxico.

El metal presente en soluciones es determinado usando la técnica de Espectrofotometria
de Absorcion Atémica con llama. La muestra sdlida (roca, mineral, aleacion, tejido foliar,
materia prima, etc.) o liquida (agua o soluciones) es tratada de manera especial ya sea
con &cido nitrico (HNO3) solamente o primeramente con acido nitrico (HNO3) para destruir
completamente la materia organica y después con &acido perclorico (HCIO4) para
solubilizar totalmente el metal presente, excepto la silice, ya que ésta se solubiliza con
acido fluorhidrico (HF). Existen métodos o procedimientos para poner en solucion
diferentes tipos de matrices sdlidas. EIl Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud
“NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL AGUA POTABLE” da un valor de 0,02 mg/L
para niquel en agua potable y de 0,1 mg/L para agua segura.

6.13.3 REACTIVOS

La concentracion de acido no es critica en la concentracion final en la muestra.
» Solucién patron de niquel de 1000 pg/mL: preferiblemente un titrisol y/o fizanal
con certificado de pureza de la firma fabricante.

» Soluciones estandares de 0,5; 1,0; 2,5y 5,0 ug NifmL
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

» Agua destilada — desmineralizada

>
6.13.4 MATERIALES Y EQUIPOS
» Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica marca Perkin EImer modelo 2380

» Lampara de catodo hueco para niquel (Ni)
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Gases (Aire — acetileno), suministrado por Cryogas S.A.
Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand
Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand
Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand

Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand.

Filtros

YV vV ¥V VYV ¥V VYV V VY

Embudos filtrantes

6.13.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotdmetro de absorcion atomica Perkin Elmer modelo 2380:

» El Mechero o quemador del0 cm: debidamente alineado con el haz

» Longitud de onda: 231,8 nm

» Slit o rendija del monocromador: 0,2nm

» Corriente de la lampara : 33 mA

» Voltaje del fototubo: 70-75

» Relacion de gases: aire-acetileno (30 : 20)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 359890 PERKIN ELMER.

Supresor de interferencia: no presenta interferencias.

» Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

» Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de &cido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.

» Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir 4cido nitrico (HNOs) hasta pH <
2.
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> Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del andlisis para minimizar la
descomposicidon microbiologica de los sélidos. Antes de iniciar el analisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.

> Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el guemador o mechero.

» Considerar la respuesta de la lampara de catodo hueco, asi como la corriente con
respecto al voltaje del fototubo.

» Seleccionar la maxima longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo.

» Aspiracion correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el niquel (Ni) debe ser oxidante:
aire-acetileno). Llama obtenida azul.

» Volumen minimo de muestra por analisis de 500mL

6.13.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de niquel se siguié el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el protocolo
para andlisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
edicién 19. El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos
con su respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estandar de niquel de concentracién baja = 0,5 mg Ni/L

Emb: Estandar de niquel de concentracién media baja = 1,0 mg Ni/L
Ema: Estandar de niquel de concentracion media alta = 2,5 mg Ni /L
Ea: Estandar de niquel de concentracion alta = 5,0 mg Ni/L

El proceso de validacién se inici6 el dia siete (7) de marzo a las 10 h: 00min, los
estdndares de concentracién baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patrén de 1000 ppm de niquel.

6.13.7 RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la validacion de niquel método de absorcion atbmica
con llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)
» Expresion matematica:
jmL=c, 2 A
Mg/ ML= 0 VO Va
Donde:
Co = Concentracion en yg/mL dado por la curva de calibracion
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Vo= Volumen de muestra inicial, mL

V= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL

V1= Volumen al cual se llevé la alicuota Va, mL.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Ni/L

BF Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,602 0,944 2,570 4,966
0,00 | 0,643 0,914 2,541 4,982
2 0,00 | 0,602 1,012 2,572 4,952
0,00 | 0,581 0,894 2,613 4,957
3 0,00 | 0,563 0,931 2,551 4,982
0,00 | 0,604 0,982 2,497 4,995
4 0,00 | 0,650 0,945 2,640 4,926
0,00 | 0,682 0,984 2,495 4,987
5 0,00 | 0,671 0,972 2,553 4,962
0,00 | 0,667 0,978 2,607 4,934
Promedio - 0,627 0,956 2,564 4,964
Desviacion estandar - 0,041 0,036 0,047 0,023

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,563 0,894 2,495 4,926
Maximo - 0,682 1,012 2,640 4,995
Intervalo - 0,119 0,118 0,145 0,069
Thajo - 1,538 1,699 1,455 1,679
Talto - 1,345 1,555 1,607 1,346
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T teérico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.

178



Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg Ni/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Ni/L tedrico 0 0,5 1,0 2,5 50
1 0,00 | 0,602 | 0,944 | 2,570 | 4,966
0,00 | 0,643 | 0,914 | 2,541 | 4,982
2 0,00 | 0,602 2,572 | 4,952
0,00 | 0,581 | 0,894 | 2,613 | 4,957
3 0,00 | 0,563 | 0,931 | 2,551 | 4,982
0,00 | 0,604 | 0,982 | 2,497 | 4,995
4 0,00 | 0,650 | 0,945 | 2,640 | 4,926
0,00 0,984 | 2,495 | 4,987
5 0,00 0,972 | 2,553 | 4,962
0,00 | 0,667 | 0,978 | 2,607 | 4,934
Promedio - 0,491 | 0,949 | 2,564 | 4,964
Desviacion estandar - 0,036 | 0,032 | 0,047 | 0,023
%CV - 7,310 | 3,393 | 1,848 | 0,459
%Error - 1,760 | 5,067 | 2,556 | 0,714

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentraciéon de niquel

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva
de calibracién del niguel en un intervalo de concentracién entre 0,0 y 5,0 mgNi /L.

Concentracion Abs %T log C Abst T (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
0,5 0,009 97,949 -0,301 2,051 0,979 49,232
1,0 0,013 97,051 0,000 2,949 0,971 34,399
2,5 0,034 92,470 0,398 7,530 0,925 13,804
5,0 0,064 86,298 0,699 13,702 0,863 7,858

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracién del Niquel

L Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia
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Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(AC/C)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcioén de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVADE RINGBOM
g 6,0
o 50 ©
o
2 40 /
8 30
° rq
= 20
+ 1
§ 1,0
< 0,0
1 10 100
Concentracion mg Ni/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD

60
50 ’
40 [
30 /
20

10 T——— /

0 T T T
85 90 95 100 105

Error relativo

% Transmitancia

Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

> Curva de calibracion comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99837 y una
pendiente promedio de 0,01270.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curva de calibraciéon comparativa

0,080

0,060 /
£ 0,040
8 //
2 0,020 —
0,000 T T
0,0 2,0 , 4,0 6.0
Concentracion mg Ni/L
|—DIA1—DIA2 DIA 3 DIA4 —DIAS

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

No. DE ENSAYO COEFICIENTE DE

Y FECHA CORRELACION (r)
No. 1 —2006 — 03 — 07 0,99825
No. 2 — 2006 — 03 — 08 0,99861
No. 3 — 2006 — 03 — 09 0,99946
No. 4 — 2006 — 03 — 10 0,99776
No. 5 —-2006 -03 - 11 0,99775

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlacion

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que

corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracién por dias
Ensayo No. 1/2006 — 03 - 07

No. mg Ni/L
Bk Eb Emb Ema Ea
2 0,00 0,008 0,012 0,031 0,059
0,00 0,008 0,011 0029 0,056
Pendiente 0,01137
Intercepto 0,00093
Correlacién 0,99825

Tabla 5. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

Curvade calibracion dia 1

0,080
©
S 0,060
C
CU /
2 0,040
O /
2]
2 0,020
< y = 0,0114x + 0,0009
0,000 : :
0,0 2,0 4,0 6,0

Concentracién mg Ni/L

Grafica 4. Curva de calibracion dia 1
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Ensayo No. 2 /2006 — 02 - 08

| No. mg Ni/L |
‘ Bk Eb Emb Ema Ea ‘
[, 000 0009 0014 0033 0062]
| 000 0008 0012 0034 0,064
| Pendiente 0,01249 |
| Intercepto 0,00112 |
‘ Correlacion 0,99861 ‘

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curvade calibracion dia 2

0,080
©
‘G 0,060 —$
C
©
2 0,040
o /
(7]
2 0020
y =0,0125x + 0,0011
0,000 : :
0.0 20 40 6,0

Concentracion mg Ni/L

Grafica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 — 02 - 09

NO mg Ni/L |

I

| Bk Eb Emb Ema Ea |
| 0,00 0,008 0,013 0,035 0,068 |
| 0,00 0,009 0,014 0,034 0,067 |

P

[Pendiente 0.01339 |
| Intercepto 0,00069 |
[ Correlacion 0,99946 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curvade calibracion dia 3

0,080
©
S 0,060 —*
®©
2 0,040
5 / y = 0,0134x + 0,0007
2 0,020
<

0,000 : :

0,0 2,0 4,0 6,0

Concentracion mg Ni/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 - 03 - 10

No. mg Ni/L

Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,011 0,015 0,038 0,069
0,00 0,011 0,015 0,035 0,068

A

Pendiente 0,01340
Intercepto 0,00208
Correlacion 0,99776
Tabla 8. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 4
Curvade calibracion dia 4
0,080
©
‘S 0,060 _—*
c
@
Q9 0,040
5 /
[%2]
2 0020
y =0,0134x + 0,0021
0,000 . .
0,0 2,0 4,0 6,0
Concentracion mg Ni/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4

Ensayo N°5/2006 - 03 -11
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6,0

No. mg Ni/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,011 0,015 0,036 0,068
0,00 0,011 0,015 0,036 0,066
Pendiente 0,01309
Intercepto 0,00225
Correlacién 0,99775
Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5
Curvade calibracién dia 5
0,080
= 0,060 4
c
@
2 0,040
o
2 0,020 /
2 00
y =0,0131x + 0,0022
0,000 . .
0,0 2,0 4,0
Concentracion mg Ni/L

Grafica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 0,01275 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcién de la

concentracion.

Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
07/03/2006 0,01137 0,99825
08/03/2006 0,01249 0,99861
09/03/2006 0,01339 0,99946
10/03/2006 0,01340 0,99776
11/06/2006 0,01309 0,99775
Promedio 0,01275 0,99837
Desviacion estandar 0,00076 0,00071
Sensibilidad 0,01275
calibracion

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad
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> Limite de deteccién y cuantificacion
En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcién
atomica con llama para niquel en funcién del limite de deteccién y de cuantificacion:

CALCULOS ESTADISTICOS | ABSORBANCIAS
(concentracion) MEDIDAS*1000

0,2 0,07 2
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
PROMEDIO 0,07
DESVIACION ESTANDAR 0,04
LIMITE DE DETECCION 0,32
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,59
Tabla 11. Respuesta equipo absorcién para el niquel en funcion del limite de deteccidn y cuantificacion.

CONCENTRACIONES ESTANDAR

NININININININININ

Para hallar el dato de 0,07 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracidén incluyendo 2 que fue el valor leido en el
espectrofotdmetro de absorcion atémica con llama para una concentracion estandar de
0,20 mgNi/L, obteniendo su limite de deteccion y de cuantificacion.

» Andlisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracion para
determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas / Media
1000

0,50 7,8,9 8

1,0 13,14,15 14

2,5 33,34,35 34

5,0 66,67,68 67

Media global 30,8
Fuente de variaciéon Suma de cuadrados Grados de
libertad

Entre muestras n(Xi—X)2=14160 h-1=3
Dentro de muestras 22 (Xij—Xi)2=8 h(n-1)= 8
Total 2> (Xij—X)2= 14168 hn-1= 11
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ANOVA: de factor Unico

RESUMEN

Grupos Frecuencia Suma Promedio Varianza
0,50 3 9 3 1
1,0 3 18 6 1
2,5 3 45 15 1
50 3 84 28 1
ANOVA

Fuente de variacion SC gl CM F F crit
Entre grupos 14160 3 4720 708 5,318
Dentro de grupos 8 8 1

Total 14168 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el niquel por absorcién atémica con llama.

El valor critico F1, 8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipdétesis nula: la media muestral difiere significativamente, es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacion de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
(4) muestras lo qgue me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite
de confianza.

Donde:

h: promedio de varianzas muestrales

(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del numero de grados de libertad del denominador VS nimero de grados
de libertad del numerador.

6.13.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al obtener los resultados experimentales en la validacion del niquel método de
espectrofotometria de absorcion atémica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que es
algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el analisis. Dentro de
los parametros estadisticos calculados durante este proceso se analizé lo siguiente:

> Precision

El pardmetro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
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desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 5,0 mg Ni/L esté por debajo del 7%.

De acuerdo al intervalo de concentracién que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,5 — 5,0 mg Ni/L) se pudo observar que la precisién o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca que de una manera u otra los resultados
cambien, aungque sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 7% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacién estandar o su coeficiente de variacion que en este caso fue: 0,036 para 0,5 mg
Ni/L;0,032 para 1,0 mg Ni/L; 0,047 para 2,5 mg Ni/L y 0,023 para 5,0 mg Ni/L, nos da el
ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precision de estos
resultados obtenidos con la definicién dada anteriormente.

> Exactitud

Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estandares de concentraciones menores de 5,0 mg Ni/L
utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,714 y 5,067%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacion de niquel por el método de absorcién atdmica con llama.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom

La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,5; 1,0; 2,5 y 5,0 mg Ni/L, principalmente en
el intervalo de concentracion de 2,5 a 5,0 mg Ni/L en el que se cumple la ley de Beer, al
no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron desvios segun la ley de Beer,
los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores fisicos, quimicos e
instrumentales, llegando a ocurrir el caso el mas frecuente es el factor instrumental que es
atribuido a la radiacién policromatica, seleccién inadecuada de la longitud de onda, fuente
de radiacién inestable, detectores deficientes y defectos en la parte Optica para la
espectrofotometria de absorcion atémica con llama, lo que significa que para el proceso
de niquel esta dentro de las especificaciones requeridas.

» Curvade Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
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muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debié a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curva de calibracion comparativa
Se puede notar que no hay una buena concordancia entre los cinco (5) dias consecutivos,
de la validacion (Grafica No 3 y Tabla No 4), que obedeci6é posiblemente a elementos
que afectaron la sensibilidad como:
Paso optico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).
» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad
del quemador).
» Absorbancia (velocidad de aspiracién del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion *
desviaciéon estandar (0,01275 + 0,00076) .El valor a reportar es de 0,01275, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccion
El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefal en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracién que puede leer el
espectrofotdmetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
se escogieron para la validacién, se tomo la menor y se ley6. Se determino de la siguiente
manera:

Limite de deteccién (LOD)=ys + 3Sg?
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacion de niquel por el método de absorcién atémica con llama, utilizando el
equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin EImer modelo 2380 con base
a los patrones de la curva de calibracién, se establecié el limite en 0,32 mg Ni/L, para una
concentracion de 0,2 mg Ni/L, obteniéndose una absorbancia de dos (2) en la lectura de
las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo minimo que
puede leer el equipo a esta concentracion para el niquel.

> Limite de cuantificacion
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El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccién no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg*

Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Se: Desviacion estandar

Se determind para la validacién del niqguel método de absorcion atémica por llama el limite
de cuantificacion en 0,59 mg Ni/L, para 0,2 mg Ni/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracién dada el
equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presente en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracion y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacion de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportdndose 2,78 para P= 0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
un solo método absorcién atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Andlisis de varianza (ANOVA)
El analisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.
La hipotesis nula se rechaza cuando la variacion entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.
Normalmente la hip6tesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.
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2.14.9. CONCLUSIONES

>

>

La longitud de onda 6ptima para realizar la determinaciéon de niquel por el método
espectrofotométrico de absorcién atbmica con llama es de 248,3nm.

Segun la curva de Ringbom los datos 6ptimos, se encuentran en la seccién recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 2,5y 5,0mg/L.

La curva de calibracion comparativa para concentraciones de 0,0 a 5,0 mg Ni/L
presenta un coeficiente de correlacién de 0,99837 confirmando una buena relacion
entre la concentracion y la absorbancia.

El método presenta una sensibilidad de 0,01275, la cual corresponde a la
pendiente de la curva de calibracion que puede producir un resultado significativo.

El limite de deteccion para la determinacién de niquel por el método de absorcién
atomica con llama es 0,32 mg Ni/L. Este limite es la concentracion minima que
pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion estandar de
0,20 mg Ni/L.

El limite de cuantificacion que se determind para el niquel fue de 0,59 mg Ni/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una concentracion
estandar de 0,20 mg Ni/L.

La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
para llevar a cabo el proceso de validaciéon y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de cadmio por el método
de absorcion atémica con llama, bajo la hipétesis nula se estimo de dos formas:
una la variacion dentro de muestras y la otra la variacion entre muestras
obteniéndose lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.l ;
cuadrado medio entre muestras = 4720 con 3 g.I con un valor de 5,318 para el
contraste de una cola, lo que significa que la hipétesis nula se rechaza porgue la
variacibn entre muestras es mayor que la variacion dentro de las muestras
tomandose 1 con 8 g.l para la posible ubicacién del dato a reportar, esto se hizo
con el fin de separar y estimar las diferentes causas de variacidbn que pueden
conducir a diferencias significativas entre los valores medios obtenidos.
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) 6.14 VALIDAQION DE PLOMO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.14.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y analisis de varianza (ANOVA), que serviran
como criterios de confianza para la determinacion de plomo por el método de absorcién
atomica con llama.

6.14.2 FUNDAMENTO TEORICO

Aguas naturales contienen mas de 5ug/L de plomo, este proviene de descargas
industriales, mineras, de fundicion o de disoluciones de tuberias viejas.

El plomo aparece principalmente en el agua potable a partir de la corrosion del tubo de
plomo y de las soldaduras y grifos construidos con bronce o cobre emplomado,
especialmente en zonas de agua blanda o 4cida.

El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL
AGUA POTABLE” da un valor de 0,01 mg/L para plomo en agua potable y de 0,02 mg/L
para agua segura.

6.14.3 REACTIVOS
La concentracion de acido no es critica en la concentracion final en la muestra.
» Solucién patron de plomo de 1000 pg/mL: preferiblemente un titrisol y/o fizanal
con certificado de pureza de la firma fabricante.
» Soluciones estandares de 0,5; 1,0; 2,5y 5,0 ug Pb/mL
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

> Agua destilada — desmineralizada

6.14.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Espectrofotdmetro de Absorcion Atémica marca Perkin EImer modelo 2380

» Lampara de catodo hueco para plomo (Pb)

» Gases (aire-acetileno grado absorcion atdmica) suministrado por Cryogas S.A.
>

Balones aforados de 25; 50 y 100 mL marca Brand
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>
>
>
>
>
>

Pipetas volumétricas de 1; 5; 10 y 25 mL marca Brand
Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand

Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand.

Filtros

Embudos filtrantes

6.14.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para andlisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotdbmetro de absorcion atémica Perkin EImer modelo 2380:

>

YV V VYV V VY V

Y

El Mechero o quemador de 10 cm: debidamente alineado con el haz
Longitud de onda: 283,3 nm

Slit o rendija del monocromador: 0,7 nm

Corriente de la lampara : 11 mA

Voltaje del fototubo: 70-75

Relacion de gases: aire-acetileno (30 : 20)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 425463 PERKIN ELMER
Supresor de interferencia: no presenta interferencias.

Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de acido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.

Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir acido nitrico (HNO3) hasta pH <
2.

Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del analisis para minimizar la
descomposicién microbiologica de los sélidos. Antes de iniciar el andlisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.
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> Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el quemador o mechero.

» Considerar la respuesta de la lampara de catodo hueco, asi como la corriente con
respecto al voltaje del fototubo.

» Seleccionar la maxima longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo.

» Aspiracion correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el plomo (Pb) debe ser oxidante:
aire-acetileno). Llama obtenida azul.

» Volumen minimo de muestra por andlisis de 500mL

6.14.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de plomo se sigui6 el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el protocolo
para analisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
edicién 19. El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos
con su respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estandar de plomo de concentracién baja = 0,5 mg Pb/L

Emb: Estandar de plomo de concentracién media baja = 1,0 mg Pb/L
Ema: Estandar de plomo de concentracion media alta = 2,5 mg Pb/L
Ea: Estandar de plomo de concentracion alta = 5,0 mg Pb/L

El proceso de validacién se inici6 el dia veintisiete (27) de febrero a las 15 h: 15min, los
estdndares de concentracién baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patrén de 1000 ppm de plomo.

6.14.7 RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la validacion de plomo método de absorcion atbmica
con llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)
» Expresion matematica:
g/mL=C, —- Vi
M oV, V,
Donde:
Co = Concentracion en yg/mL dado por la curva de calibracion
Vo= Volumen de muestra inicial, mL

Vi= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
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Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL
V1= Volumen al cual se llevé la alicuota Va, mL.

Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Pb/L

BF Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,410 0,989 2,437 5,043
0,00 | 0,496 0,822 2,452 5,060
2 0,00 | 0,528 0,817 2,262 5,152
0,00 | 0,410 0,989 2,437 5,043
3 0,00 | 0,383 1,091 2,509 4,989
0,00 | 0,477 0,825 2,566 5,004
4 0,00 | 0,486 0,896 2,539 5,003
0,00 | 0,486 0,896 2,539 5,003
5 0,00 | 0,486 0,897 2,539 5,003
0,00 | 0,525 0,980 2,346 5,078
Promedio - 0,469 0,920 2,463 5,038
Desviacion estandar - 0,050 0,090 0,098 0,050

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,383 0,817 2,262 4,989
Méaximo - 0,528 1,091 2,566 5,112
Intervalo - 0,145 0,274 0,304 0,163
Thajo - 1,709 1,144 2,057 0,979
Talto - 1,182 1,893 1,060 2,291
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de
aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo
entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

Donde:

No. Ensayo mg Pb/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Pb/L tedrico 0 0,5 1,0 2,5 5,0
1 0,00 | 0,410 | 0,989 | 2,437 | 5,043
0,00 | 0,496 | 0,822 | 2,452 | 5,060
2 0,00 | 0,528 | 0,817 | 2,262 | 5,152
0,00 | 0,410 | 0,989 | 2,437 | 5,043
3 0,00 | 0,383 | 1,091 | 2,509 | 4,989
0,00 | 0,477 | 0,825 | 2,566 | 5,004
4 0,00 | 0,486 | 0,896 | 2,539 | 5,003
0,00 | 0,486 | 0,896 | 2,539 | 5,003
5 0,00 | 0,486 | 0,897 | 2,539 | 5,003
0,00 | 0,525 | 0,980 | 2,346 | 5,078
Promedio - 0,469 | 1,022 | 2,463 | 5,038
Desviacion estandar - 0,050 | 0,090 | 0,098 | 0,050
%CV - 10,70 | 8,825 | 3,961 | 0,989

0

%Error - 6,260 | 2,244 | 1,496 | 0,756

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos

CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracién de plomo

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva

de calibraciéon del plomo en un intervalo de concentracién entre 0,0 y 5,0 Pb mg/L.

Concentracion Abs %T log C Abst T (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
0,5 0,001 99,770 -0,301 0,230 0,957 435,000
1,0 0,002 99,541 0,000 0,459 0,912 218,002
2,5 0,007 98,401 0,398 1,599 0,809 63,007
5,0 0,014 96,828 0,699 3,172 0,658 32,016

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracion del Plomo

L Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia
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Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(AC/C)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVADE RINGBOM
-
s 6,00 L
§ 5,00
— 4,00
©
g 3,00
©
S 2,00 B /
2 1,00 T
< 0,00
0 1 10
Concentracién mg Pb /L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD

500

400 )4
300 /
200 /
100 —

O y .
96,5 97 97,5 98 98,5 99 99,5 100  100,5

Error relativo

% Transmitancia

Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

> Curva de calibracion comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99717 y una
pendiente promedio de 0,00287.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curvade calibracion comparativa

0,020
§ 0,015 —
@ /l
£ 0,010
(@] /
£ 0,005 ==

0,000 T T T T T

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0
Concentracion mg Pb/L

|—DIA1—DIA2 DIA 3 DIA4 —DIAS

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las gréficas se puede observar en la

siguiente tabla:

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que

No. DE ENSAYO COEFICIENTE DE

Y FECHA CORRELACION (r)
No. 1 —2006 — 02 — 27 0,99459
No. 2 — 2006 — 02 — 28 0,99644
No. 3 — 2006 — 03 — 01 0,99862
No. 4 — 2006 — 03 — 02 0,99945
No. 5 — 2006 — 03 — 03 0,99674

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlaciéon

corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1/2006 — 02 - 27

Tabla 5. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

No. mg Pb/L

Ensayo Bk Eb Emb Ema Ea

1 0,00 0,001 0,003 0,008 0,017
0,00 0,001 0,002 0,007 0,015

Pendiente 0,00326

Intercepto -0,00047

Correlacion 0,99459

Absorbancia

Curvade calibracién dia 1

0,020

0,015

o'e

0,010

/

0,005

y =0,0033x - 00005

0,000 / :

0,0 2,0
Concentracién mg Pb/L

4,0 6,0

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1
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Ensayo No. 2 /2006 - 02 - 28

| No. mg Pb/L
Chnenavin

‘ Bk Eb Emb Ema Ea ‘
| > 0,00 0,001 0,002 0,007 0,017 |
‘ 0,00 0,001 0,003 0,008 0,017 ‘
‘ Pendiente 0,00285 ‘
‘ Intercepto -0,00022 ‘
‘ Correlacion 0,99862 ‘

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curvade calibracion dia 2

0,020
-S 0,015 *
c
@
2 0,010
o
-8 /
£ 0,005
y = 0,0035x - 0,0006
0,000 . :
0,0 2,0 4,0 6,0
Concentracion mg Pb/L
Grafica 5. Curva de calibracion dia 2
Ensayo No. 3/2006 -03-01
| No. mg Pb/L |
Ensayo
| Bk Eb Emb  Ema Ea ‘
| 3 0,00 0001 0003 0,007 0,014 ]
| 000 0001 0002 0,007 0,014 |
| Pendiente 0,00285 |
| Intercepto -0,00022 |
| Correlacion 0,99862 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curvade calibracion dia 3

0,020

]
S 0,015 /
c
©
£ 0,010
I}
g /
2 0,005
y =0,0028x - 0,0002
0,000 T T
0,0 2,0 4,0 6,0

Concentracion mg Pb/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006 — 03 - 02

No. mg Pb/L
Bk Eb Emb Ema Ea
. 0,00 0,001 0,002 0,006 0,012
0,00 0,001 0,002 0,006 0,012
Pendiente 0,00244
Intercepto -0,00018
Correlacién 0,99945

Tabla 8. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curva de calibracion dia 4

0,020
(4]
g 0,015
©
2 0,010 _—*
o
) /
< 0,005

y = 0,0024x - 0,0002
0,000 ,
0,0 2,0 4,0 6,0

Concentracién mg Pb/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4
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Ensayo N°5/2006 - 03 - 03

No. mg Pb/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,001 0,002 0,006 0,012
0,00 0,001 0,002 0,005 0,011
Pendiente 0,00232
Intercepto -0,00017
Correlacion 0,99674

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5

Curvade calibraciéon dia s

0,020

0,015

3

0,010

Absorbancia

0,000

e

y =0,0023x - 0,0002

0,0

2,0

4,0 6,0
Concentracion mg Pb/L

Grafica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fue 0,00287 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcién de la

concentracion.

Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
27/02/2006 0,00326 0,99459
28/02/2006 0,00346 0,99644
01/03/2006 0,00285 0,99862
02/03/2006 0,00244 0,99945
03/03/2006 0,00232 0,99674
Promedio 0,00287 0,99717
Desviacion estandar 0,00044 0,00192
Sensibilidad 0,00287
calibracion

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad
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> Limite de deteccién y cuantificacion

En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcién
atomica con llama para plomo en funcién del limite de deteccién y de cuantificacion:

CONCENTRACIONES ESTANDAR CALCULOS ESTADISTICOS ABSORBANCIAS
(concentracion) MEDIDAS*1000
0,5 0,37 1
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
PROMEDIO 0,37
DESVIACION ESTANDAR 0,04
LIMITE DE DETECCION 0,62
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,89
Tabla 11. Respuesta equipo absorcién para el plomo en funcion del limite de deteccidn y cuantificacion.

RirlkrRrRrRr[~~]~

Para hallar el dato de 0,37 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracidén incluyendo 1 que fue el valor leido en el
espectrofotdmetro de absorcion atémica con llama para una concentracién estandar de
0,50 mgPb/L, obteniendo su limite de deteccion y de cuantificacion.

» Andlisis de varianza (ANOVA)
El analisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracion para
determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas / Media
1000
0,50 1,11 1
1,0 2,3,2 2
2,5 6,7,8 7
5,0 15,16,17 16
Media global 7
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Fuente de variacion Suma de cuadrados Grados de
libertad
Entre muestras n X (Xi—X)?=2943 h-1=3
Dentro de muestras 22 Xij—Xi)2=8 h(n-1)= 8
Total 22 (Xij—X)2= 2951 hn-1= 11
ANOVA: de factor Unico

RESUMEN

RESUMEN

Grupos Frecuencia Suma Promedio Varianza

0,5 3 9 3 0

1,0 3 18 6 1/2

2,5 3 45 15 1

5,0 3 84 28 1

ANOVA

Fuente de variacion SC gl CM F F crit

Entre grupos 2943 3 981 47 5,318

Dentro de grupos 8 8 1

Total 2951 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el plomo por absorcién atémica con llama.

El valor critico F1,8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipétesis nula: la media muestral difiere significativamente, es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacion de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
(4) muestras lo gue me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite
de confianza.

Donde:

h: promedio de varianzas muestrales

(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del nimero de grados de libertad del denominador VS namero de grados
de libertad del numerador.

6.14.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS
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Al obtener los resultados experimentales en la validacion del plomo método de
espectrofotometria de absorcion atomica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que es
algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el andlisis. Dentro de
los pardmetros estadisticos calculados durante este proceso se analiz6 lo siguiente:

> Precisién
El parametro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 5,0 mg Pb/L esta por debajo del 10%.

De acuerdo al intervalo de concentracién que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,5 — 5,0 mg Pb/L) se pudo observar que la precision o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca que de una manera u otra los resultados
cambien, aungue sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 10% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacién estandar o su coeficiente de variacion que en este caso fue: 0,050 para 0,5 mg
Pb/L;0,090 para 1,0 mg Ni/L; 0,098 para 2,5 mg Ni/L y 0,050 para 5,0 mg Ni/L, nos da el
ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precision de estos
resultados obtenidos con la definicion dada anteriormente.

» Exactitud
Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo en términos de porcentaje
de error relativo, para los estandares de concentraciones menores de 5,0 mg Pb/L
utilizadas en este proceso de validacion se puede decir que este porcentaje de error esta
en el rango de 0,756 y 6,260%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacion de plomo por el método de absorcion atbmica con llama.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom

La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal
aplicada a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,5; 1,0; 2,5 y 5,0 mg Ni/L,
principalmente en el intervalo de concentracién de 2,5 a 5,0 mg Ni/L en el que se cumple
la ley de Beer, al no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron desvios segun
la ley de Beer, los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores fisicos, quimicos
e instrumentales, llegando a ocurrir el caso el mas frecuente es el factor instrumental que
es atribuido a la radiacién policromatica, seleccién inadecuada de la longitud de onda,
fuente de radiacion inestable, detectores deficientes y defectos en la parte Optica para la
espectrofotometria de absorcion atémica con llama, lo que significa que para el proceso
de plomo esta dentro de las especificaciones requeridas.
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» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estdn entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debié a los pocos datos de
concentracion estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.

» Curva de calibracion comparativa
Se puede notar que no hay una buena concordancia entre los cinco (5) dias consecutivos,
de la validacion (Grafica No 3 y Tabla No 4), que obedeci6é posiblemente a elementos
que afectaron la sensibilidad como:
» Paso Optico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del
diafragma).
» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad
del quemador).
» Absorbancia (velocidad de aspiracion del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion +
desviacion estandar (0,00287 + 0,00044) .El valor a reportar es de 0,00287, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccion
El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefal en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracion que puede leer el
espectrofotdmetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
se escogieron para la validacién, se tomo la menor y se ley6. Se determino de la siguiente
manera:

Limite de deteccién (LOD)=ys + 3Sg?
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar
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En la determinacion de plomo por el método de absorciéon atébmica con llama, utilizando el
equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin Elmer modelo 2380 con base
a los patrones de la curva de calibracion, se establecio el limite en 0,62 mg Pb/L, para una
concentracion de 0,5 mg Pb/L, obteniéndose una absorbancia de uno (1) en la lectura de
las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo minimo que
puede leer el equipo a esta concentracion para el plomo.

> Limite de cuantificacién
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.

Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacién
estandar, ademas el limite de deteccién no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg*

Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determind para la validacion del plomo método de absorcién atémica por llama el limite
de cuantificacién en 0,89 mg Pb/L, para 0,5 mg Pb/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion dada el
equipo puede cuantificarlo, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precisidon y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracién y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacion de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportdndose este dato 2,78 para P=0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
un solo método absorcién atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Andlisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.
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La hipétesis nula se rechaza cuando la variacion entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.

Normalmente la hipétesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.

6.14.9 CONCLUSIONES

>

>

La longitud de onda éptima para realizar la determinacién de plomo por el método
espectrofotométrico de absorcién atdbmica con llama es de 248,3nm.

Segun la curva de Ringbom los datos 6ptimos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 2,5y 5,0mg/L.

La curva de calibracién comparativa para concentraciones de 0,0 a 5,0 mg Pb/L
presenta un coeficiente de correlacién de 0,99717 confirmando una buena relacion
entre la concentracién y la absorbancia.

El método presenta una sensibilidad de 0,00287, la cual corresponde a la
pendiente de la curva de calibracién que puede producir un resultado significativo.

El limite de deteccion para la determinacion de plomo por el método de absorcion
atémica con llama es 0,62 mg Pb/L. Este limite es la concentracion minima que
pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion estandar de
0,50 mg Pb/L.

El limite de cuantificacion que se determind para el plomo fue de 0,89 mg Pb/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una concentracidén
estandar de 0,50 mg Pb/L.

La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
para llevar a cabo el proceso de validacién y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de cadmio por el método
de absorcion atémica con llama, bajo la hipétesis nula se estimo de dos formas:
una la variacién dentro de muestras y la otra la variacibn entre muestras
obteniéndose lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.l ;
cuadrado medio entre muestras = 981 con 3 g.l con un valor de 5,318 para el
contraste de una cola, lo que significa que la hip6tesis nula se rechaza porgue la
variacidbn entre muestras es mayor que la variaciébn dentro de las muestras
tomandose 1 con 8 g.l para la posible ubicacién del dato a reportar, esto se hizo
con el fin de separar y estimar las diferentes causas de variacidbn que pueden
conducir a diferencias significativas entre los valores medios obtenidos.
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6.15 VALIDACION DE CINC
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.15.1 OBJETIVO

Determinar de manera experimental y para las condiciones del LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, los valores de precision, exactitud, sensibilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y analisis de varianza (ANOVA) que serviran
como criterios de confianza para la determinacion de cinc por el método de absorcién
atomica con llama.

6.15.2 FUNDAMENTO TEORICO

El método de la absorciéon atémica permite medidas rapidas en buenas condiciones de
sensibilidad.

El cinc mas comun entra en las aguas domésticas suministrando desde deterioro del
hierro galvanizado y del mismo.

El cinc en agua también puede resultar desde desechos industriales de contaminacion.

Se recomienda practicar el andlisis en las 10 horas que siguen a la toma de la muestra.

El Decreto 475 de 1998 del Ministerio de Salud “NORMAS TECNICAS DE CALIDAD DEL
AGUA POTABLE” da un valor de 5 mg/L para cinc en agua potable y de 10 mg/L para
agua segura.

6.15.3 REACTIVOS
La concentracion de acido no es critica en la concentracion final en la muestra.
» Solucién patron de cinc de 1000 pg/mL: preferiblemente un titrisol y/o fizanal
con certificado de pureza de la firma fabricante.
» Soluciones estandares de 0,1; 0,25; 0,5y 1,0 yg Zn/mL
> Acido nitrico HNO3 conc Y Acido perclorico HCIO4 conc.

» Agua destilada — desmineralizada

6.15.4 MATERIALES Y EQUIPOS

» Espectrofotdmetro de Absorcién Atémica marca Perkin EImer modelo 2380
» Lampara de catodo hueco para cinc (Zn)

» Gases (Aire — acetileno) suministrado por Cryogas S.A.

>

Balones aforados de 25, 50 y 100 mL marca Brand
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YV V VY V VY

>

Pipetas volumétricas de 1, 5, 10 y 25 mL marca Brand
Vasos volumétricos de 100 mL marca Brand

Probetas de 50 y 100 mL marca Brand

Balones fondo redondo marca Brand.

Filtros

Embudos filtrantes

6.15.5 CONDICIONES DE TRABAJO

Estas condiciones de trabajo se establecieron con base al protocolo para analisis de
aguas, “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 19th Edition de
1995

Se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones para el trabajo con el
espectrofotébmetro de absorcion atémica Perkin EImer modelo 2380:

>
>

YV V VY V

\4

El Mechero o quemador del0 cm: debidamente alineado con el haz

Longitud de onda: 213,7-213,9 nm

Slit o rendija del monocromador: 0,7nm

Corriente de la lampara : 18 mA

Voltaje del fototubo: 70-75 mV

Relacion de gases: aire-acetileno (30 : 20)

Serie de la lampara de catodo hueco y su respectiva marca: 8783 PERKIN ELMER.

Supresor de interferencia: no presenta interferencias.

Eliminar de la muestra, particulas flotantes grandes o aglomerados dispersos de
material no homogéneo.

Usar frascos de vidrio resistente o plastico, lavados con una solucién de acido nitrico
(HNO3) 1:1, en los que el material en suspensién no se adhiera a las paredes del
recipiente.

Filtrar inmediatamente para metales disueltos y afiadir acido nitrico (HNO3) hasta pH <
2.

Refrigerar la muestra a 4°C hasta el momento del andlisis para minimizar la
descomposicién microbiologica de los sélidos. Antes de iniciar el andlisis, llevar las
muestras a temperatura ambiente.
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> Alinear el haz emitido por la lampara de catodo hueco sobre el quemador 0 mechero.

» Considerar la respuesta de la lampara de catodo hueco, asi como la corriente con
respecto al voltaje del fototubo.
» Seleccionar la maxima longitud de onda con respecto al voltaje del fototubo.

> Aspiracion correcta del capilar ubicado en la parte externa de la camara de
nebulizacion.

» Tipo de llama obtenida al mezclar los gases (Para el cinc (Zn) debe ser oxidante: aire-
acetileno). Llama obtenida azul.

» Volumen minimo de muestra por andlisis de 500mL

6.15.6 PROCEDIMIENTO

Para el analisis de cinc se sigui6 el procedimiento 3500 (A-B) descrito en el protocolo para
andlisis de aguas Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater edicion
19. El siguiente fue el grupo basico de muestras que se leyé durante 5 ensayos con su
respectiva réplica de los que consta el proceso de validacion.

Bk: Blanco de agua

Eb: Estdndar de cinc de concentracién baja = 0,1 mg Zn/L

Emb: Estandar de cinc de concentracion media baja = 0,25 mg Zn/L
Ema: Estandar de cinc de concentracién media alta = 0,5 mg Zn/L
Ea: Estandar de cinc de concentracion alta = 1,0 mg Zn/L

El proceso de validacion se inicié el dia veintiuno (21) de febrero a las 12h: 40min, los
estdndares de concentracion baja, media y alta se prepararon el primer dia; a partir de
una solucién patréon de 1000 ppm de cinc.

6.15.7 RESULTADOS
Los resultados obtenidos durante la validacion de cinc método de absorcion atdbmica con
llama se muestra a continuacion:

Célculo para muestras liquidas (metal disuelto o soluble)
» Expresion matematica:

ug/mL=C, —- Vi
° VO Va
Donde:

Co = Concentracion en ug/mL dado por la curva de calibracién
Vo= Volumen de muestra inicial, mL

Vi= Volumen de muestra final después de ser concentrada, mL
Va= Volumen de alicuota tomada a partir de Vi, mL

V1= Volumen al cual se llevé la alicuota Va, mL.
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Parametros estadisticos de los resultados analiticos

No. Ensayo mg Zn/L

Bk Eb Emb Ema Ea
1 0,00 | 0,092 0,255 | 0,534 0,983
0,00 | 0,095 0,255 | 0,494 0,983
2 0,00 | 0,101 0,256 | 0,503 0,997
0,00 | 0,106 0,249 | 0,496 1,001
3 0,00 | 0,117 0,258 | 0,503 0,995
0,00 | 0,117 0,234 | 0,515 0,995
4 0,00 | 0,110 0,257 | 0,498 0,998
0,00 | 0,099 0,264 | 0,491 1,001
5 0,00 | 0,118 0,252 | 0,497 0,999
0,00 | 0,110 0,263 | 0,503 0,994
Promedio - 0,107 0,254 | 0,503 0,995
Desviacion estandar - 0,009 0,008 | 0,013 0,007

Numero de datos 10 10 10 10 10
Minimo - 0,092 0,234 | 0,491 0,983
Méaximo - 0,118 0,264 | 0,534 1,001
Intervalo - 0,026 0,030 | 0,043 0,018
Tbhajo - 1,532 2,407 | 0,981 1,766
Talto - 1,215 1,150 | 2,420 0,974
T tedrico 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18

Tabla 1. Parametros estadisticos de los resultados analiticos

Nota: La TABLA 1. Presenta los parametros estadisticos de los resultados analiticos antes de

aplicar el criterio de rechazo de datos, se eliminan los datos resaltados con negrilla.

El T tedrico se obtiene de la tabla de valores criticos T para rechazo de datos para un
95% de intervalo de confianza y para n=10, donde n es el nUmero de muestras. El valor
reportado de 2,18 como T tedrico es ubicado de acuerdo a la reproducibilidad del ensayo

entre muestra y réplica.
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Parametros estadisticos de los resultados definitivos

No. Ensayo mg Zn/L

Bk Eb Emb Ema Ea

mg Zn/L teorico 0 0,1 0,25 0,5 1,0
1 0,00 | 0,092 | 0,255 | 0,534 | 0,983
0,00 | 0,095 | 0,255 | 0,494 | 0,983
2 0,00 | 0,101 | 0,256 | 0,503 | 0,997
0,00 | 0,106 | 0,249 | 0,496 | 1,001
3 0,00 | 0,217 | 0,258 | 0,503 | 0,995
0,00 | 0,217 | 0,234 | 0,515 | 0,995
4 0,00 | 0,110 | 0,257 | 0,498 | 0,998
0,00 | 0,099 0,491 | 1,001
5 0,00 0,252 | 0,497 | 0,999
0,00 | 0,210 | 0,263 | 0,503 | 0,994
Promedio - 0,095 | 0,253 | 0,503 | 0,995
Desviacion estandar - 0,009 | 0,008 | 0,013 | 0,007
%CV - 9,588 | 3,231 | 2,511 | 0,660
%Error - 5,300 | 1,289 | 0,680 | 0,540

Tabla 2. Parametros estadisticos de los resultados definitivos
Donde:
CV: Coeficiente de Variacion

» Respuesta del instrumento en funcion de la concentracién de cinc

La tabla que se muestra a continuacion, representa los datos obtenidos al realizar la curva
de calibracién del cinc en un intervalo de concentracion entre 0,0y 1,0 mg Zn /L.

Concentracion Abs %T log C Abst T (AC/C)/AT?
mg/L
0,0 0,00 100,00 0,00 1,00
0,1 0,019 95,719 - 1,000 4,281 0,957 23,864
0,25 0,044 90,365 - 0,602 9,635 0,904 10,915
0,5 0,085 82,224 -0,301 17,776 0,822 6,210
1,0 0,169 67,764 0,000 32,236 0,678 3,790

Tabla 3. Respuesta del Instrumento en Funcién de la concentracién del Cinc

L Error relativo considerado para 1% de error de transmitancia
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Abs  : Absorbancia

%T : Porcentaje de transmitancia
Log C : Logaritmo de la concentracién
Abs. : Absortividad

T : Transmitancia.
%T = 10@—Abs)
T = 9%T/100

Abst =100 - %T
(AC/C)/AT = 0,434 /(T logT)

» Curva de Ringbom

A partir de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion se construyo la curva
de Ringbom:

CURVA DE RINGBOM

1,20

1,00 L
0,80
0,60
0,40 /
0,20 . |

0,00 l
0,100 1,000 10,000 100,000

Al
J

Absortividad (100 - %T

Concentracién mg Zn/L

Gréfica 1. Curva de Ringbom

La Gréafica 1 muestra la absortividad o porcentaje de absorciébn en funcion de la
concentracion donde se obtiene una curva de forma sigmoidal llamada la curva de
Ringbom, que es usada para definir el intervalo de concentracion donde se cumpla la ley
de Beer.

La ley de Lambert Beer nos dice que cuando un eje de radiacibn monocromatico
atraviesa una solucion que contiene una especie absorbente, una parte de la radiacién es
absorbida en cuanto que la otra es transmitida por el medio.

» Curva de Crawford
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CURVA DE CRAWFORD

20 7
15 /
0 J

5 /’/

0 \ \ \ \ \
0 20 40 60 80 100 120

Error relativo

% Transmitancia

Gréfica 2. Curva de Crawford

La curva de Crawford permite el calculo del intervalo de minimo error relativo analitico en
concentracion, considerando un error de 1% en transmitancia.

» Curva de calibracién comparativa

Teniendo en cuenta la parte lineal de la curva de Ringbom se construy6 la curva de
calibracion comparativa con un coeficiente de correlacion promedio de 0,99918 y una
pendiente promedio de 0,16995.Se reporta el promedio para las curvas obtenidas en los
ensayos de validacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion estandar.

Curvade calibracion comparativa

0.200
0.150 "

0,100

0,050

0,000 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Concentracion mg Zn/L
—DIA1 —DIA2 DIA 3 DIA4 —DIAS

Absorbancia

Grafica 3. Curva de calibracion comparativa

Se puede observar las cinco (5) curvas de calibracién, cada una de estas elaboradas en
dias diferentes.
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Los coeficientes de correlacion de cada una de las graficas se puede observar en la

siguiente tabla:

No. DE ENSAYO
Y FECHA

COEFICIENTE DE
CORRELACION (r)

No.1—-2006—-02-21 0,99900
No. 2 — 2006 — 02 — 22 0,99991
No. 3 — 2006 — 02 — 23 0,99914
No.4 — 2006 —02-24 0,99896
No. 5 — 2006 — 02 — 25 0,99889

Tabla 4. Resumen de coeficientes de correlaciéon

Se observa la concordancia entre cada uno mostrando tendencia al valor de 1 que
corresponde a la pendiente de un angulo de 45°.

» Curvas de calibracion por dias

Ensayo No. 1 /2006 -

02-21
No. mqg Zn/L
Bk Eb Emb Ema Ea
4 0,00 0,018 0,046 0,094 0,171]
0,00 0,017 0,046 0,085 0,171
Pendiente 0,17103
Intercepto 0,00152
Correlacién 0,99900

Tabla 5. Resumen de pardmetros estadisticos para la curva de calibracién dia 1

Absorbancia

Curvade calibracion dia 1

0,200
0,150 =
0,100 /
0,050 .
y =0,171x + 0,0015
0,000 : : : : :
0,0 0.2 04 06 08 1,0

Concentracién mg Zn/L

1,2

Ensayo No. 2 /2006 —

Gréfica 4. Curva de calibracion dia 1

02-22
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No. mg Zn/L

Ensay
o} Bk Eb Emb Ema Ea
E 0,00 0,019 0,046 0,089 0,175 |
| 0,00 0,019 0,044 0,087 0,175 ]
| Pendiente 0,17423 |
[ Intercepto 0,00093 |
| Correlacion 0,99991 |

Tabla 6. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 2

Curvade calibracion dia 2

0,200
©
'S 0,150 _—
C
)
2 0,100
5 /
& 0050
< y =0,1742x + 0,0009
0,000 : : : : :
0,0 0,2 0,4 06 0,8 1,0 12

Concentracién mg Zn/L

Grafica 5. Curva de calibracion dia 2

Ensayo No. 3/2006 — 02 - 23

I No. mg Zn/L |

Cncavin

Bk Eb Emb Ema Ea |

I 0,00 0024 0,048 0,090 0,174|

(¢

I 000 0022 0042 0,090 0,172 |

I Pendiente 0,17097 |

I Intercepto 0,00294 |

[ Correlacién 0,99914 |

Tabla 7. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 3
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Curvade calibracion dia 3

0,200
©
© 0,150 P
©
£ 0,100
o /
2 0,050
< y =0,171x + 0,0029
0,000 . . . ! '
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Concentraciéon mg Zn/L

Gréfica 6. Curva de calibracion dia 3

Ensayo No. 4 /2006- 02 — 24
No. mg Zn/L
Bk Eb Emb Ema Ea
. 000 0,021 0,046 0,087 0,172
0,00 0,017 0,044 0,081 0,164

Pendiente 0,16650
Intercepto 0,00159
Correlacion 0,99896

Tabla 8. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracién dia 4

Curvade calibracion dia 4

0,200
©
‘S 0,150 4
C
©
2 0,100
o /
7]
S 0,050
<

y = 0,1665x + 0,0016
0,000 : : : : :
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 12

Concentracion mg Zn/L

Gréfica 7. Curva de calibracion dia 4

Ensayo N°5/2006 — 02 — 25
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No. mg Zn/L
Bk Eb Emb Ema Ea
0,00 0,023 0,046 0,088 0,174
0,00 0,021 0,046 0,085 0,165
Pendiente 0,16704
Intercepto 0,00300
Correlacion 0,99889

Tabla 9. Resumen de parametros estadisticos para la curva de calibracion dia 5

Curvade calibracion dia 5

0,200
@®©
S 0,150 4
@®©
2 0,100
8 /
0,050 >
2 y =0,167x + 0,003
0,000 . . . . .
00 02 04 06 08 10 12

Concentracién mg Zn/L

Gréfica 8. Curva de calibracion dia 5

> Sensibilidad del método

La sensibilidad del método es la pendiente promedio de las curvas de calibracién (curvas
de trabajo). En este proceso el valor obtenido fué 0,16995 de sensibilidad de calibracién lo
gue significa que este valor es el factor de respuesta del instrumento en funcion de la

concentracion.

Fecha Pendiente Coeficiente
de correlacion
21/02/2006 0,17103 0,99900
22/02/2006 0,17423 0,99991
23/02/2006 0,17097 0,99914
24/02/2006 0,16650 0,99896
25/02/2006 0,16704 0,99889
Promedio 0,16995 0,99918
Desviacion estandar 0,00286 0,00042
Sensibilidad 0,16995
calibracion

Tabla 10. Parametros estadisticos de sensibilidad
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> Limite de deteccién y cuantificacion
En la siguiente tabla se muestran los valores de la respuesta del equipo de absorcién
atomica con llama para cinc en funcion del limite de deteccion y de cuantificacion:

CALCULOS ESTADISTICOS | ABSORBANCIAS
(concentracion) MEDIDAS*1000

0,02 0,014 5
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
PROMEDIO 0,014
DESVIACION ESTANDAR 0,002
LIMITE DE DETECCION 0,03
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,04
Tabla 11. Respuesta equipo absorcién para el cinc en funcion del limite de deteccion y cuantificacion.

CONCENTRACIONES ESTANDAR

glojorjorjorjorjorjorjo

Para hallar el dato de 0,014 se tomaron los resultados obtenidos en la lectura de
absorbancia para la curva de calibracién incluyendo 5 que fue el valor leido en el
espectrofotdmetro de absorcion atémica con llama para una concentracion estandar de
0,02 mgZn/L, hallando de esta forma su limite de deteccidn y de cuantificacion.

» Andlisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza se utilizé con el fin de separar y estimar las diferentes causas de
variacion. En éste proceso se emplearon los patrones de las curvas de calibracién para
determinar los parametros de ANOVA asi:

Concentraciones estandar Absorbancias medidas / Media
1000

0,10 21,22,23 22

0,25 47,48,49 48

0,50 89,90,91 90

1,0 174,175,176 175

Media global 83,8
Fuente de variacion Suma de cuadrados Grados de
libertad

Entre muestras n (Xi—X)2=40371 h-1=3
Dentro de muestras 22 (Xij—Xi)2=8 h(n-1)= 8
Total 2 X (Xij— X )2= 40379 hn-1= 11
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ANOVA

RESUMEN

Grupos Frecuencia Suma Promedio Varianza
0,10 3 9 3 1
0,25 3 18 6 1
0,50 3 45 15 1
1,0 3 84 28 1
ANOVA

Fuente de variacion SC gl CM F F crit
Entre grupos 40371 3 13457 4486 5,318
Dentro de grupos 8 8 1

Total 40379 11

Tabla 12. Concentraciones estandar para el cinc por absorciéon atémica con llama.

El valor critico F1, 8= 5,318 (P=0,05). Ya que el valor calculado es mayor que éste se
rechaza la hipétesis nula: la media muestral difiere significativamente, es decir los valores
tomados de 1 y 8 se determinaron de acuerdo al cuadrado medio (estimacién dentro de
muestras) y a los grados de libertad (estimacion de cada muestra tiene 2 g.l y hay cuatro
(4) muestras lo que me indica ocho (8)) y asi se reporta este dato para un 95% de limite
de confianza.

Donde:

h: promedio de varianzas muestrales

(n-1): varianza de cada muestra

SC: suma de cuadrados

gl : grados de libertad

CM: cuadrado medio

F: contraste (una o dos colas)

F critico: valor del nimero de grados de libertad del denominador VS nimero de grados
de libertad del numerador.

6.15.8 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al obtener los resultados experimentales en la validacion del cinc método de
espectrofotometria de absorcion atémica con llama no se evidenciaron errores
sistematicos, ni resultados erréneos; aunque hubo presencia de errores aleatorios, que es
algo impredecible pues hay resultados que difieren uno del otro en el analisis. Dentro de
los parametros estadisticos calculados durante este proceso se analizé lo siguiente:

> Precision

El pardmetro estadistico “precision”, definiéndolo como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos por replicas de una misma muestra, se expresa en términos de la
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desviacion estandar o del coeficiente de variacion para concentraciones de soluciones
estandares preparadas menores de 0,1 mg Zn/L esta por debajo del 9%.

De acuerdo al intervalo de concentraciébn que se tuvo en cuenta para el proceso de
validacién (0,1 — 1,0 mg Zn/L) se pudo observar que la precision o reproducibilidad se
afecta por los errores aleatorios que provoca de una manera u otra los resultados
cambien, aungque sean pequefios.

El obtener un resultado por debajo del 9% indica que el grado de concordancia entre la
muestra y su respectiva replica es buena, pues hay reproducibilidad en el ensayo, asi la
desviacién estandar o su coeficiente de variacion que en este caso fue: 0,009 para 0,1mg
Zn/L;0,008 para 0,25 mg Zn/L; 0,013 para 0,5 mg Zn/L y 0,007 para 1,0 mg Zn/L, nos da
el ejemplo de un error relativo que no es mas que la comparacion de la precision de estos
resultados obtenidos con la definicion dada anteriormente.

» Exactitud
Respecto al parametro estadistico de “exactitud”, definiéndolo como el grado de
aproximacion entre el valor obtenido experimental y el valor real o aceptado; se expresa
en términos de porcentaje de error relativo, para los estdndares de concentraciones
menores de 0,1 mg Zn/L utilizadas en este proceso de validacién se puede decir que este
porcentaje de error esta en el rango de 0,540 y 5,300%.

Este porcentaje de error relativo tan bajo revela y confirma la buena exactitud de la
técnica para la determinacion de cinc por el método de absorcion atomica con llama.

Curva de calibracion

» Curva de Ringbom

La curva de Ringbom obtenida (GRAFICO No.1 ) muestra la tendencia sigmoidal aplicada
a las cuatro (4) concentraciones estandar de 0,1; 0,25; 0,5y 1,0 mg Zn/L, principalmente
en el intervalo de concentracion de 0,5 a 1,0 mg Zn/L en el que se cumple la ley de Beer,
al no tener desvios esto quiere decir que no se presentaron desvios segun la ley de Beer,
los desvios enunciados en dicha ley se deben a factores fisicos, quimicos e
instrumentales, llegando a ocurrir el caso el mas frecuente es el factor instrumental que es
atribuido a la radiacién policromatica, seleccién inadecuada de la longitud de onda, fuente
de radiacién inestable, detectores deficientes y defectos en la parte Optica para la
espectrofotometria de absorcion atémica con llama, lo que significa que para el proceso
de cinc esta dentro de las especificaciones requeridas.

» Curva de Crawford
La medida de la transmitancia esta sujeta a una incerteza llamada error relativo de
concentracion.
El intervalo en que los resultados producen menor error relativo estan entre 0,4 a 0,7 o
del 20 al 60% de T (Transmitancia). Para la curva de Crawford obtenida no se aprecia
muy bien pues su tendencia es en forma de U, que se debi6 a los pocos datos de
concentracién estandar de la muestra tomados para el proceso de validacion.
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» Curva de calibracion comparativa
Se puede notar que no hay una buena concordancia entre los cinco (5) dias consecutivos,
de la validacion (Grafica No 3 y Tabla No 4), que obedeci6é posiblemente a elementos
gque afectaron la sensibilidad como:

Paso odptico (ajuste de la longitud de onda, lampara, amplitud de abertura del

diafragma).

» Llama (ajuste de nebulizador, de gases, de quemador rotacional, de profundidad

del quemador).
» Absorbancia (velocidad de aspiracién del material por la llama).

» Sensibilidad del método

La sensibilidad se calcula como el promedio de las curvas de calibracién obtenidas en los
ensayos de estandarizacion y en la medicion de muestras, indicando su desviacion
estandar.

La sensibilidad resulta del promedio de la pendiente de la curva de calibracion +
desviaciéon estandar (0,16995 + 0,00286) .El valor a reportar es de 0,16995, lo que
significa que este valor corresponde al factor de respuesta del instrumento en funcién de
la concentracion.

» Limite de deteccién

El limite de deteccibn (LOD) de una analito se puede describir como aquella
concentracion que proporciona una sefal en el instrumento (y) significativamente diferente
de la sefal del “blanco” o “ruido de fondo”. En pocas palabras es la concentracién minima
gue puede ser medida con una exactitud y una precision aceptable.

Este limite de deteccion es calculado con la minima concentracion que puede leer el
espectrofotdmetro Perkin Elmer 2380 de acuerdo con las concentraciones estandar que
se escogieron para la validacion, se tomo la menor y se leyd. Se determino de la siguiente
manera:

Limite de deteccién (LOD)=ys + 3Sg?
Donde:
ys: Concentracion minima del estandar
Sg: Desviacion estandar

En la determinacién de cinc por el método de absorcion atdbmica con llama, utilizando el
equipo del LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA Perkin EImer modelo 2380 con base
a los patrones de la curva de calibracién, se establecid el limite en 0,03 mg Zn/L, para una
concentracion de 0,02 mgZn/L, obteniéndose una absorbancia de cinco (5) en la lectura
de las respectivas muestras para esta concentracion; esto significa que es lo minimo que
puede leer el equipo a esta concentracion para el cinc.

» 7.6. Limite de cuantificacion
El “limite de cuantificacion” (o limite de determinacion”), el cual es considerado como el
limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuesto a la deteccion
cualitativa.
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Este limite de cuantificacién se calcula con la misma concentracion que se empleo para el
limite de deteccion, solo que esta difiere en el factor que multiplica a la desviacion
estandar, ademas el limite de deteccién no es cuantificable.

Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10Sg*
Donde:
ys: Concentracion cuantificable del estandar
Sg: Desviacion estandar

Se determiné para la validacién del cinc método de absorcién atomica por llama el limite
de cuantificacién en 0,04 mg Zn/L, para 0,02 mg Zn/L lo que corresponde a la menor
cantidad de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en las
condiciones establecidas, este valor obtenido nos indica que a esta concentracion dada el
equipo lo puede cuantificar, de ahi en adelante se hace mas dificil apreciar y valorar este
dato, pues de una manera u otra lo que se busca es minimizar los errores que el método
presenta en cuanto a la precision y la exactitud.

» Linealidad
Hace referencia a la proporcionalidad entre la concentracion y la sefial producida por el
instrumento. Para la determinacion de la linealidad se necesito de la tabla de valores de la
distribucion T para calcular LC 95%, después de haber calculado ANOVA para la
variacion dentro y entre muestras, reportdndose 2,78 para P=0,05.

Este valor se toma de acuerdo a los grados de libertad (n-1), es decir cuatro (4)
concentraciones estandar tratadas en el proceso de validacion, se determina segun el
contraste (una cola o dos colas), en este caso fue contraste de una cola, pues se utilizo
un solo método absorcién atémica con llama lo que significa que 2,78 es el dato que se
reporta como lineal en la sefial que muestra el instrumento para un 95% de confianza.

» Andlisis de varianza (ANOVA)
El analisis de varianza se define como una técnica estadistica muy potente que se utiliza
para separar y estimar las diferentes causas de variacion.
La hipotesis nula se rechaza cuando la variacién entre muestras es mayor que la
variacion dentro de las muestras.
Normalmente la hip6tesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia
observada ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces ( es decir, 0,05 6 5%). En este
caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0,05 (6 5%). Esto significa que se
realiza con un limite de confianza del 95% que es con lo que se trabajo en el proceso de
validacion.

6.15.9 CONCLUSIONES

» La longitud de onda Optima para realizar la determinacion de cinc por el método
espectrofotométrico de absorcién atébmica con llama es de 213,7-213,9 nm.
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Segun la curva de Ringbom los datos 6ptimos, se encuentran en la seccion recta
correspondiente al ciclo logaritmico entre concentraciones de 0,5y 1,0 mg/L.

La curva de calibracibn comparativa para concentraciones de 0,0 a 1,0 mg Zn/L
presenta un coeficiente de correlacion de 0,99918 confirmando una buena relacion
entre la concentracion y la absorbancia.

El método presenta una sensibilidad de 0,16995, la cual corresponde a la
pendiente de la curva de calibracién de cinc que puede producir un resultado
significativo.

El limite de deteccion para la determinacion de cinc por el método de absorcion
atomica con llama es 0,03 mg Zn/L. Este limite es la concentracibn minima que
pudo ser medida con una exactitud aceptable, para una concentracion estandar de
0,02 mg Zn/L.

El limite de cuantificacion que se determin6 para el cinc fue de 0,04 mg Zn/L
siendo esta la menor cantidad de analito que pudo determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas, para una concentracion
estandar de 0,02 mg Zn/L.

La linealidad que registra el método en base de la tabla de limite de confianza
para un 95% es 2,78 para P=0,05, con n-1 grados de libertad. Este dato se tomo
como valor critico de t para contraste de una cola, pues se empleo un solo método
para llevar a cabo el proceso de validacién y es el Unico dato que se reporta pues
es especifico para cuatro (4) muestras (concentraciones estandar).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de cadmio por el método
de absorcion atémica con llama, bajo la hipétesis nula se estimo de dos formas:
una la variacién dentro de muestras y la otra la variacion entre muestras
obteniéndose lo siguiente: cuadrado medio dentro de las muestras = 1 con 8 g.l ;
cuadrado medio entre muestras = 13457 con 3 g.l con un valor de 5,318 para el
contraste de una cola, lo que significa que la hipétesis nula se rechaza porque la
variacidbn entre muestras es mayor que la variacion dentro de las muestras
tomandose 1 con 8 g.l para la posible ubicacién del dato a reportar, esto se hizo
con el fin de separar y estimar las diferentes causas de variacidbn que pueden
conducir a diferencias significativas entre los valores medios obtenidos.
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6.16 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN ALUMINIO
METODO ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.16.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

» El dia veintiuno (21) de marzo se inici6 la validacién del proceso de concentracion
de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo durante cinco (5) dias
continuos.

» Se prepararon 1000 mL de una solucién estandar de 2,5 ppm a partir de una
solucién patrén de 1000 ppm de aluminio.

» Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3 para la digestiéon
acida.

> Se diluy6 la muestra 25 veces para lograr una absorbancia que estuviera dentro
del rango de la curva de calibracion.

» El factor final se expreso por la siguiente expresion matematica:

(F)=15/1000*25/2,2*25/5,0

NOTA: Para el primero y cuarto dia se tomé como primera dilucién 25/2,2 y para el
segundo, tercero y quinto dia del proceso de validacién se tomé como segunda dilucién
25/5,0. Esto se hizo con el fin de observar en que rango se encontraba mejor la
concentracion a la que se llevo este proceso de concentracion del aluminio.

Los calculos se realizaron con base a:

» Las curvas de calibracion.
» Las condiciones de analisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con codigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTAL-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo Resultado mg/L
2,54
2,34
2,10
2,46
2,30
Promedio 2,35
Desviacion estandar 0,17

g b~ wWwN P
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Como el tamafio de la muestra es pequefia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente formula:

X xtn s/ \/n
Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l. (cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacioén estandar

n: nUmero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2%, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:
235+278x017//5=235+0,21

6.16.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es til para calcular la estimacion de
precision, con base en la estimacion de la cantidad medida y de la desviacién estandar
con el correspondiente niumero de cifras decimales. Asi podemos detectar posibles
errores sistematicos en la validacién proceso de concentracion en aluminio, indicando que
esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentracion de 2,5 mg Al/L.
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6.17 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN CADMIO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.17.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

> El dia veintitrés (23) de febrero a las 10h: 05min se inici6 la validacion del proceso
de concentracion de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo durante
cinco (5) dias continuos.

» Se prepararon 1000 mL de una soluciéon estandar de 0,05 ppm a partir de una
solucién patréon de 1000 ppm de cadmio.

» Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3 para la digestiéon
acida.

> Se diluy6 la muestra 25 veces para lograr una absorbancia que estuviera dentro
del rango de la curva de calibracion.

» El factor final esta dado por la siguiente expresion matematica:

(F) = 15/ 1000 x 25/2,0
Los calculos se realizaron con base a:

» Las curvas de calibracion.
» Las condiciones de analisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con codigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTCD-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo  Resultado mg/L
0,05
0,04
0,04
0,04
0,05
Promedio 0,04
Desviacion estandar 0,005

abhwWN -

Como el tamafio de la muestra es pequefia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente férmula:

X *tnas/ \/n
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Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l.(cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacioén estandar

n: nimero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2%, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:
0,04 £ 2,78x0,005/+/5=0,04 + 0,006

6.17.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es util para calcular la estimacion de
precision, con base en la estimacion de la cantidad medida y de la desviacién estandar
con el correspondiente nimero de cifras decimales. Asi podemos detectar posibles
errores sistematicos en la validacién proceso de concentracién en cadmio, indicando que
esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentracién de 0,05 mg Cd/L.
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6.18 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN COBRE
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.18.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

>

El dia veintitrés (23) de febrero a las 12h:05 min se inici6 la validacion del proceso
de concentracion de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo durante
cinco (5) dias continuos.

Se prepararon 1000 mL de una solucién estandar de 1 ppm a partir de una
solucién patron de 1000 ppm de cobre.

Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3 para la digestién
acida.

Se diluy6 la muestra 25 veces (se realizo dos veces la dilucion), para lograr una
absorbancia que estuviera dentro del rango de la curva de calibracion.

El factor final esta dado por la siguiente expresion matematica:

(F) = 15/ 1000 X 25/2,2 X 25/2,5

NOTA: Para el primer dia del proceso de validacién se tomo como primera dilucién 25/2,2
y para los demas dias se tomo como segunda dilucion 25/2,5. Esto se hizo con el fin de
observar en que rango se encontraba mejor la concentracién a la que se queria llevar este
proceso de concentracion del cobre.

Los calculos se realizaron con base a:

>
>

Las curvas de calibracion.
Las condiciones de analisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con cédigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTCU-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo  Resultado mg/L
0,58
043
0,66
0,60
0,68
Promedio 0,59
Desviacion estandar 0,20

abhwNBEF
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Como el tamafio de la muestra es pequefia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente formula:

X itn-lS/\/n

Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l.(cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacioén estandar

n: nUmero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2!, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:
0,59+2,78x0,10/+/5=0,59+0,12

6.18.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es util para calcular la estimacién de
precision, con base en la estimacion de la cantidad medida y de la desviacién estandar
con el correspondiente nimero de cifras decimales; esto con el fin de detectar posibles
errores sisteméticos en la validacion proceso de concentracion en cobre, lo que indica que
esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentraciéon de 1,0 mgCu/L.
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6.19 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN MANGANESO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.19.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

» El dia veintiuno (21) de marzo se inici6 la validacion del proceso de concentracion
de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo durante cinco (5) dias
continuos.

» Se prepararon 1000 mL de una solucién estandar de 2,5 ppm a partir de una
solucién patrén de 1000 ppm de aluminio.

» Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3 para la digestiéon
acida.

> Se diluy6 la muestra 25 veces para lograr una absorbancia que estuviera dentro
del rango de la curva de calibracion.

» El factor final esta dado por la siguiente expresién matematica:

(F) = 15/1000 x 25/2,2

NOTA: El primer dia del proceso de validacion se tomo como primera dilucién 25/2,0, para
los demas dias se tomo como dilucién 25/2,2. Esto se hizo con el fin de observar en que
rango se encontraba mejor la concentracion a la que se queria llevar este proceso de
concentracion del manganeso.

Los calculos se realizaron con base a:

» Las curvas de calibracion.
» Las condiciones de analisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con codigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTMN-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo  Resultado mg/L
0,20
0,24
0,20

abhwWN -

Promedio 0,21
Desviacion estandar 0,02

Como el tamafio de la muestra es pequefia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente formula:
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X xtna s/ \/n
Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l.(cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacioén estandar

n: nimero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2%, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:
0,21+ 2,78x0,02/~+5=0,21+£0,02

6.19.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es til para calcular la estimacion de
precision, con base en la estimacion de la cantidad medida y de la desviacién estandar
con el correspondiente nimero de cifras decimales; esto con el fin de detectar posibles
errores sistematicos en la validacién proceso de concentracion en aluminio, lo que indica
que esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentracion de

2,5 mg Mn/L.
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6.20 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN NIQUEL
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.20.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

» El dia siete (7) de marzo a las 10 h: 00 min se inici6 la validacion del proceso de
concentracion de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo durante cinco
(5) dias continuos.

» Se prepararon 1000 mL de una solucion estdndar de 1 ppm a partir de una
solucién patrén de 1000 ppm de niquel.

» Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3 para la digestién
acida.

> Se diluy6 la muestra 25 veces para lograr una absorbancia que estuviera dentro
del rango de la curva de calibracion.

» El factor final esta dado por la siguiente expresion matematica:

(F) = 15/ 500 x 25/2,0
Los calculos se realizaron con base a:

» Las curvas de calibracion.
» Las condiciones de analisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con codigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTNI-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo Resultado mg/L
0,75
1,00
0,86
0,85
0,96
Promedio 0,88
Desviacién estandar 0,10

a b wnNPE

Como el tamafio de la muestra es pequeia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente férmula:

X *tnas/ \/n

234



Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l.(cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacioén estandar

n: nimero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2!, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:
0,88+2,78x0,10/+/5=0,88+0,12

6.20.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es til para calcular la estimacién de
precisién, con base en la estimaciéon de la cantidad medida y de la desviacion estandar
con el correspondiente nimero de cifras decimales; esto con el fin de detectar posibles
errores sistematicos en la validacion proceso de concentracién en niquel, lo que indica
que esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentracion de 1,0 mg Ni/L.
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6.21 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN PLOMO
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.21.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

> EIl dia veintitrés (23) de febrero a las 10 h: 35 min se inici6 la validacion del
proceso de concentraciobn de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo
durante cinco (5) dias continuos.

» Se prepararon 1000 mL de una solucion estandar de 1 ppm a partir de una
solucién patrén de 1000 ppm de plomo.

» Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3 para la digestién
acida.

» Se diluyé la muestra 25 veces para lograr una absorbancia que estuviera dentro
del rango de la curva de calibracion.

» El factor final esta dado por la siguiente expresion matematica:
(F) = 15/ 500 x 25/2,2
Los célculos se realizaron con base a:

» Las curvas de calibracion.
» Las condiciones de analisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con codigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTPB-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo Resultado mg/L
0,71
0,80
1,16
1,09
1,25
Promedio 1,00
Desviacién estandar 0,24

a b wnNPE
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Como el tamafio de la muestra es pequefia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente férmula:

X itn-lS/\/n

Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l.(cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacioén estandar

n: nimero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2!, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:
1,00+ 2,78%x0,24/+/5=1,00+0,29

6.21.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es util para calcular la estimacién de
precision, con base en la estimacion de la cantidad medida y de la desviacién estandar
con el correspondiente nimero de cifras decimales; esto con el fin de detectar posibles
errores sistematicos en la validacion proceso de concentracién en plomo, lo que indica
gue esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentracion de 1,0 mgPb/L.*
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6.22 VALIDACION PROCESO DE CONCENTRACION EN CINC
METODO DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA

6.22.1 ACTIVIDADES REALIZADAS

>

El dia veintitres (23) de febrero a las 12h:30 min se inici6 la validacién del proceso
de concentracion de muestras reales, los ensayos se llevaron a cabo durante
cinco (5) dias continuos.

Se prepararon 1000 mL de una solucion estandar de 0,25 ppm a partir de una
solucién patron de 1000 ppm de cinc.

Llevar a concentracion final de 15 mL, adicionando 1 mL de HNO3; para la digestiéon
acida.

Se diluy6 la muestra 25 veces para lograr una absorbancia que estuviera dentro
del rango de la curva de calibracion.

El factor final esta dado por la siguiente expresion matematica:

(F) = 15/ 1000 x 25/2,0% 25/2,5

NOTA: aunque el primer dia del proceso de validacion se tomo como primera dilucién
25/2,2, en los demas dias se tomo la dilucién de 2,0. Esto se hizo con el fin de observar
en que rango se encontraba mejor la concentracion a la que se queria llevar este proceso
de concentracion del cinc.

Los calculos se realizaron con base a:

>
>

Las curvas de calibracion.
Las condiciones de andlisis estipuladas en el Protocolo de la Técnica con cédigo
de calidad (CALIDAD ITD-PTZN-01)

RESULTADOS OBTENIDOS

No. Ensayo  Resultado mg/L
0,27
0,18
0,23
0,23
0,22
Promedio 0,2
Desviacion estandar 0,03

abhwWN -
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Como el tamafio de la muestra es pequefia (lote de muestra menor a diez), el limite de
confianza al 95% de la media viene dado por la siguiente formula:

X itn-lS/\/n

Donde:

X: media o promedio

t n-1: (n-1) indica que t depende de esta cantidad, que se conoce como el nimero de
grados de libertad, g.l.(cuyo simbolo habitual es v).

S: desviacién estandar

n: nimero de muestras

El valor de t se toma de la tabla A.2%, llamada La distribucién t la cual da 2,78 para un
95% de intervalo de confianza y de un contraste de una cola (un solo método empleado).

Al reemplazar tenemos:

0,22+ 2,78x0,03/~/5=0,22+0,03

6.22.2 CONCLUSION

Se puede concluir que el limite de confianza es til para calcular la estimacion de
precision, con base en la estimacion de la cantidad medida y de la desviacién estandar
con el correspondiente numero de cifras decimales. Asi podemos detectar posibles
errores sisteméaticos en la validacion proceso de concentracién en cinc, indicando que
esta es la probabilidad de encontrar el intervalo de confianza al 95% para una
concentracién de 0,25 mg Zn/L.
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CONCLUSIONES GENERALES

Como meta propuesta en esta pasantia empresarialen el LABORATORIO
QUIMICONTROL LTDA, en Bogota que se realizd con una duracion de ochocientas
(800) horas se concluyé lo siguiente:

» Los materiales y equipos empleados durante el proceso de validacion se
calibraron o ya tenian un certificado de calibracién y de mantenimiento que
permitieron obtener unos resultados 6ptimos y confiables que se ajustaran a las
condiciones de cada método.

» Cada uno de los objetivos trazados y propuestos en la validacién de los quince
(15) métodos se cumplieron con gran éxito dando asi un avance mas hacia el
acceso de acreditacion ante el IDEAM vy la certificacién bajo la norma 1ISO 17025.
REQUISITOS GENERALES DE COMPETENCIAS DE LABORATORIOS DE
ENSAYO Y CALIBRACION.

» ElI  LABORATORIO QUIMICONTROL LTDA dispone de personal
idéneo,capacitado, de recursos técnicos que permiten mejorar cada dia como
laboratorio ambiental que es, siguiendo unos requisitos especificos para cada una
de las metodologias desarrolladas.

» Los pardmetros estadisticos determinados para cada una de las metddicas
validadas fueron de facil ejecucion siguiendo cada uno de los pasos preliminares
soportados en toda la documentacién que se hizo (protocolos, condiciones de
trabajo, diagramas de flujo, formato de captura de datos, informe de validacion,
validacién de proceso de concentracion (sélo para metales) y validacion de los
diferentes métodos), dando asi la aceptacién y continuidad en este laboratorio.

» La metodologia que se llevo a cabo fue de manera practica y recursiva
atendiendoa la norma requerida por la 1SO 17025.
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ANEXOS

ANEXO A. TABLAS DE VALORES ESTADISTICOS.

Tabla 1. Valores criticos T para rechazos de datos

n 95% n 95% n 95% n 95%
3 1,15 11 2,24 19 2,53 27 2,69
4 1,146 12 2,29 20 2,56 28 2,71
5 1,67 13 2,33 21 2,58 29 2,72
6 1,82 14 2,37 22 2,6 30 2,74
7 1,94 15 2,41 23 2,62 31 2,87
8 2,03 16 2,44 24 2,64 32 2,96
9 2,11 17 2,47 25 2,66 33 3,03
1 2,18 18 2,50 26 2,67 34 3,21

Tabla 2. Valores de la distribucién t para calcular LC 95%

gl 95% gl 95% gl 95% gl 95%
1 12,71 11 2,20 21 2,08 50 2,01
2 4,30 12 2,18 22 2,07 a 1,96
3 3,18 13 2,16 23 2,07
4 2,78 14 2,14 24 2,06
5 2,57 15 2,13 25 2,06
6 2,45 16 2,12 26 2,06
7 2,36 17 2,11 27 2,05
8 2,31 18 2,10 28 2,05
9 2,26 19 2,09 29 2,05
10 2,23 20 2,09 30 2,04
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ANEXO B. FOTOGRAFIAS DE LOS EQUIPOS EMPLEADOS EN LA VALIDACION

Espectrofotometro de absorcién atobmica con llama, modelo 2380, marca Perkin
Elmer. Con certificado de calibracion.

Espectrofotometro Spectronic 20D, modelo 333175, marca Milton Roy. Con
certificado de calibracion.
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pHmetro, modelo 37, marca Orion. Balanza Analitica, modelo
BP112D, marca Sartorius, con cinco
(5) cifras decimales. Con
Certificado de calibracion.

Micro-Kjeldahl
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