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RESUMEN
La evaluacion estadistica de un método analitico es parte integral del sistema de control
de calidad, puesto que confiere fiabilidad a los resultados analiticos obtenidos en un
laboratorio de andlisis, asegurando que un método cumple los parametros de calidad
establecidos. El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo la evaluacién estadistica de
un método analitico para la determinacion de arsénico en agua, utilizando la técnica de
espectrometria de absorcién atdmica y demostrar que cumple con los criterios de
aceptacion. Los parametros evaluados fueron: linealidad con un coeficiente de
correlacién r= 0.999; porcentaje de recuperacion con el uso del horno de microondas
para realizar una digestion acida observando porcentajes de recuperacién altos
(cercanos al 100%); evaluacién de sesgo obteniendo un valor de t calculado (0.642)
menor al valor de t critico (2.262); es decir no hay diferencia significativa. También se
midio la repetibilidad encontrando que el coeficiente de variacion (CV) experimental es
menor al coeficiente de variacién de Horwitz (CV obtenido de 1.59% y el célculo de
Horwitz de 11.31%). En términos de precision intermedia el CV experimental en cada
uno de los ensayos no supera el valor calculado mediante la ecuacion de calculo de CV
de Horwitz para precision. Asi mismo, se puede decir que el método es robusto a
pequefias variaciones en el tiempo de estabilizacién del equipo, los resultados son
confiables y se emiten con una incertidumbre expandida U = concentracion en pg/Lt
1.12 pg/L. Como conclusion se tiene que el método es capaz de dar resultados seguros
y confiables en cada una de sus mediciones, ya que en cada parametro evaluado

cumple con los criterios de aceptacion.
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l. INTRODUCCION

La evaluacion de un método analitico persigue detectar los errores aleatorios y
sistematicos que origina, para cuantificarlos mediante calculos estadisticos y determinar
si son inferiores a los limites permisibles que no comprometen a la utilizacion de los

resultados.

La evaluacion nos permite conocer el error que cometemos en nuestras condiciones de
trabajo y valorar modificaciones del procedimiento o futuros cambios por otros métodos.
La existencia de esos limites nos obliga a intentar conocer nuestro error con la mayor

exactitud posible.

La evaluacion del desempefio de un método tiene que confirmar que el método en
cuestion tiene capacidades de desempefio consistentes con las que requiere la
aplicacion. Este proceso lleva implicito que los estudios para determinar los parametros
de desempefio se realizan usando equipos dentro de especificaciones, que estan
trabajando correctamente y que estan calibrados correctamente. Asi mismo el operador
que realiza los estudios debe ser técnicamente competente en el campo de trabajo bajo
estudio y debe poseer suficiente conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de
gue sea capaz de tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones hechas

mientras avanza.

Evaluar estadisticamente los métodos exige una carga de trabajo importante que ahora
puede abordarse mejor gracias a los avances producidos en automatizacion e
informatica, pero que obliga a disefiar los experimentos de evaluacion y a decidir las
pruebas estadisticas mas adecuadas a utilizar.

Las exigencias normativas y nuestra propia responsabilidad profesional nos deben
impedir aceptar la incertidumbre de desconocer el error que estamos cometiendo 6

incluso dudar si nuestros métodos son aceptables.

8 I XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE
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Con la finalidad de demostrar que el método “determinacién de arsénico en agua por
espectrometria de absorcion atomica” cumple con las caracteristicas para lo que fue
disefiado y también dar cumplimiento a la normatividad mexicana que establece los
métodos de prueba y los limites maximos de residuo de metales pesados en agua se
realizara la evaluacién estadistica del desempefio del método propuesto.

Il. MARCO TEORICO

A. Panorama del agua en México

El volumen total de agua en el planeta es de aproximadamente 1 390 millones de km?.
Estas son las reservas de agua de la Tierra y de ellas sélo el 0.26% es directamente

utilizable por la especie humana.®

Anualmente México recibe 1, 488,819 hm® de agua en forma de precipitacién. De ésta
agua se estima que el 71.6 % se evapora y regresa a la atmosfera, el 22.2 % escurre
por los rios o arroyos, y el 6.2 % restante se infiltra al subsuelo de forma natural y
recarga los acuiferos, 471,000,000,000 m® son de agua dulce renovable al afio a la que
se le denomina disponibilidad natural media. 2

Los datos anteriores fueron estimados en el afio 2011, cuando termind el ciclo de
actualizacion de estudios de cuencas y acuiferos, por lo que se consideran actualmente

valores de referencia.

Empleando esos valores de referencia de célculo de agua dulce renovable, como
resultado del crecimiento de la poblacién per cépita a nivel nacional disminuira de 3982
m® por habitante al afio en el 2013 a 3430 m® en el 2030. Aunque para algunas
regiones como llegan incluso a ser menores de 1000 m® por habitante al afio, en las
que destacan la Peninsula de Baja California y el Valle de México.?

Los datos antes mencionados nos hablan de la escases del agua en la actualidad, lo
gue hace necesario el monitoreo de el agua con fines de calidad; es decir se debe

proveer a la poblacion de agua con niveles permitidos de contaminantes.

9 I XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE
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Quimicamente hablando la molécula del agua es H,O y por lo tanto, es facil identificar
los compuestos ajenos a ella. Sin embargo la definiciébn de cuales son contaminantes
es dificil. Rara vez el agua se encuentra en forma pura y, afortunadamente, para fines
practicos no se le requiere asi 0 no importa que contenga otros compuestos; todo
depende del uso que se le dé. A continuacion se da la definicion de contaminante:

Un contaminante: es toda materia o sustancia, sus combinaciones o compuestos, los
derivados quimicos o biolégicos, asi como toda forma de energia térmica, radiaciones
ionizantes, vibraciones, ruido, que al incorporarse o actuar en la atmdsfera, agua, suelo,
flora y fauna o cualquier elemento ambiental alteran o modifican su composicién y

alteran la salud humana.*

El origen de la contaminacién es variado pero algunos causantes son desechos
urbanos e industriales, los drenados de la agricultura y de minas, la erosion, los
derrames de sustancias toxicas, los efluentes de las plantas depuradoras, los
subproductos de procesos de depuracion, la ruptura de los drenajes y el lavado de la
atmosfera, entre otros. No hay duda que es el solvente universal, no sélo disuelve, sino
ademas arrastra, emulsiona a gran namero de compuestos con los que entra en

contacto a lo largo de su ciclo y que modifican su calidad.*

En el cuadro 1 se encuentran los limites permitidos de las caracteristicas quimicas en
agua segun la Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, “Salud
ambiental, agua para uso y consumo humano-limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion”. Estos limites se
expresan en mg/L, excepto cuando se indique otra unidad.

10 I XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE
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Cuadro 1. Limites permitidos de caracteristicas quimicas en agua.’

Caracteristica lelt.e Caracteristica lelt.e
permisible permisible
Aluminio 0.20 Nitrogeno amoniacal (como N) 0.50
ArSénico 0.05 pH_ (potencial de hidrogeno) en 6.5-8.5
unidades de pH
Plaguicidas en pg/L: Aldrin 'y
Bario 0.70 Dieldrin (separados o 0.03
combinados)
Cadmio 0.005 Clordano (total de isbmeros) 0.30
Cianuros (como CN’) 0.07 DDT (total de isbmeros) 1.00
Cloro residual libre 0.2-1.50 Gamma- HCH (lindano) 2.00
Cloruros (como CI") 250.00 Hexaclorobenceno 0.01
Cobre 500 Heptacloro y epdxido de 0.03
heptacloro
Cromo total 0.05 Metoxicloro 20.00
Dureza total (como
CaCOs) 500.00 2,4-D 50.00
Fenoles o compuestos 0001  Plomo 0.025
fendlicos
Hierro 0.30 Sodio 200.00
Fluoruros(como F) 1.50 Solidos disueltos totales 1000.00
Manganeso 0.15 Sulfatos (como SO4%) 400.00
. Sustancias activas al azul de
Mercurio 0.001 metileno (SAAM) 0.50
Nitratos (como N) 10.00 Trihalometanos totales 0.20
Nitritos (como N) 0.05 Zinc 5.00

11 |
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B. Metales: contexto general

Los metales son los elementos quimicos capaces de conducir la electricidad y el calor,
gue exhiben un brillo caracteristico y que, con la excepcion del mercurio, resultan
sélidos a temperatura ambiente. Algunos elementos intermedios como el As (metaloide:
con propiedades intermedias entre metales y no metales) del grupo VA se estudian

habitualmente junto a los metales.®

Algunos metales son necesarios para los seres vivos, pero pueden llegar a ser toxicos
si rebasan ciertas concentraciones. El contacto que tenemos con compuestos metalicos
se puede producir ya sea a través de agua, alimentos, pero existen actividades que
exponen al organismo a grandes concentraciones de éstos contaminantes como lo es la

actividad minera. Actualmente también se suma la actividad agricola e industrial.

La principal funcion de los metales necesarios para los seres vivos es como
oligoelementos considerados imprescindibles para el correcto funcionamiento del

organismo.

En concentraciones traza son necesarios: Fe, Cu, Mn, Zn, Co, Mb, Se, Cr, Sn, Va, Siy
Ni. Algunos de los alcalinos como Na y K y alcalinotérreos como Ca y el Mg son
cationes de extraordinaria importancia para el correcto funcionamiento celular y se
encuentran en alta concentracion. Una de las principales funciones de los
oligoelementos metélicos es formar parte de las denominadas metaloenzimas en las
gue intervienen como coenzimas. En algunos casos, como el Zn, estabilizan estados
intermedios. En otros como el Fe o el Cu en la citocromooxidasa actian en reacciones

redox como intercambiadores de electrones. °

Entre los elementos metalicos mas toxicos se encuentran los metales pesados Pb, Hg y
el metaloide As. Un factor que influye en la toxicidad de los compuestos metalicos es el
estado de valencia en que el elemento metalico se encuentra. Asi, el As Ill es mas

téxico que el As V.°

12 | XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE
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C. Arsénico

El arsénico esta ampliamente distribuido en gran nimero de minerales. Las mayores
concentraciones, en general, se dan en forma de arseniuros de cobre, plomo, plata y
oro 0o como impurezas en sulfuros. Los principales minerales que contienen arsénico
son arsenopirita (FeAsS), rejalgar (AssSs) y oropimente (As,S3).

La forma oxidada, arseniato, aunque es la mas abundante en la naturaleza (se
encuentra normalmente en depdésitos sedimentarios), esta fuertemente enlazada a los
minerales del suelo, particularmente a los 6xidos e hidroxidos metalicos coloidales,
mediante enlaces idnicos. Aunque el As es estable en condiciones reductoras (forma

trivalente), no es frecuente encontrarlo en su estado fundamental

En el cuadro 2 se mencionan propiedades fisicoquimicas de algunos compuestos que
forma el arsénico; éstas son importantes desde el punto de vista analitico ya que se

deben contemplar para optimizar y establecer el método analitico.
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Cuadro 2. Propiedades fisicoquimicas de algunos compuestos que forma el arsénico. ®

Punto de Punto de Densidad Solubilidad en
Compuesto 2 L 3
fusion ebullicién (g/cm?) agua
(°C) (°C) (9/L)
As 613 - 5.72°7Ca 14 Insoluble
As,03 312.3 465 3.738 37a20°C
315
- 4.32 1 16 °
As,0s (Descompone) 3 500 a 16 °C
As,S3 300 707 3.43 5x10-4al18°C
(CH3),AsO(OH) 200 - - 829 a22°C
CH3ASO(OH)2 — — — -
PbHAsSO 720 - 5.79 Muy poco soluble
4 (Descompone) ' yp
KH2AsO,4 288 - 2.867 190a6 °C
KAsO,;HAsO, - - - Soluble

1. Efectos del arsénico en la salud humana

A lo largo de la historia han ocurrido diversos desastres debido a contaminacion por
metales en el caso de arsénico tenemos que Bangladesh con la mayor masa de
envenenamiento de una poblacién en la historia debido a que las aguas subterraneas
que se utilizan para beber estdn contaminadas con arsénico inorganico. Se estima que
de los 125 millones de habitantes de Bangladesh entre 35 millones y 77 millones estan
en riesgo de beber agua contaminada. La escala de éste desastre ambiental es mayor
gue cualquier otro antes visto, esta mas alla de los accidentes de Bhopal, India, en
1984, y Chernobyl, Ucrania, en 1986.°

En un estudio realizado en 1998 por el British Geological Survey en 41 distritos se

tomaron 2022 muestras de agua; se comprob6 que en el 35% de ellas las

14 XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE
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concentraciones de arsénico superaban los 50 mg/L (valor maximo autorizado en
Bangladesh) y en un 8,4% se superaban los 300 mg/L. Sobre la base de la densidad de
poblacién de 1998, el British Geological Survey estimé que el numero de personas
expuestas en Bangladesh a concentraciones de arsénico superiores a los 50 mg/l era

de unos 21 millones.®

2. Mecanismo de accion del arsénico y toxicidad en el organismo

Los mecanismos fundamentales de accion toxica del arsénico son: interaccion con los
grupos sulfhidrilos de las proteinas, alterando varias rutas enzimaticas: el arsénico
trivalente inhibe el complejo piruvato deshidrogenasa, con disminucion de la produccion
de acetilcoenzima A y de la sintesis de ATP en el ciclo del acido citrico; sustitucion del
fésforo en varias reacciones bioquimicas: el As pentavalente compite con el fosfato en
los sistemas de transporte intracelular y desacopla la fosforilacion oxidativa llegando a
fomar ADP-arsenato en lugar de ATP.®

A lo largo de varios estudios se ha concluido que los efectos del arsénico en la salud
son dependientes de la dosis y del tiempo de exposicion. Causa efectos
gastrointestinales inespecificos como diarrea y calambres, efectos hematoldgicos
incluyendo anemia, leucopenia y neuropatia periférica que puede ocurrir después de
semanas 0 meses de exponerse a altas dosis de arsénico (0,4 mg/Kg /dia), éstos
pueden ser agudos o subagudos y tipicamente son reversibles. Especificamente los
efectos dérmicos son caracteristicos de exposicibn crénica a arsénico.
Hiperpigmentacion o manchas difusas han sido observadas después de seis meses a
tres afios de ingestion crénica de altas dosis de arsénico (0,4 mg /Kg /dia) o cinco a
guince afos de ingestion crénica de bajas dosis (del orden de 0,01 mg/ Kg/ dia o
superior). Hiperqueratosis en las palmas de las manos y las plantas del pie suele ser
evidente usualmente en los primeros afios de exposicién a arsénico. La exposicion
cronica puede también puede ser asociada con dafio vascular periférico segun estudios

en Taiwan, Chile, México, Japdén y Alemania. El riesgo de mortalidad por hipertension y
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enfermedades cardiovasculares ha sido asociado con la exposicion crénica a arsénico

en agua asi como también el riesgo de diabetes mellitus tipo 11.*°

El cancer se habia visto después de la exposicidon al arsénico inorganico en el agua
potable. La ingestion de arsénico inorganico es una causa establecida de cancer de piel
segun la NRC 1999 (National Research Council). Sobre la base de datos de varios
estudios epidemioldgicos, en particular las poblaciones expuestas en el estudio Taiwan,
Argentina y Chile, el Subcomité sobre el arsénico en el agua potable concluy6 que la
evidencia "es ahora suficiente para incluir al cancer de vejiga y el de pulmén entre los

canceres que pueden ser causados por la ingestion de arsénico inorganico”. 1°

3. Arsénico en México

En México, los niveles de arsénico en agua de bebida son muy variados (Cuadro 3).
Para 1999 la mayor parte del arsénico proviene de fuentes naturales, siendo los pozos
profundos los mas contaminados por estar en contacto directo con un suelo de origen
volcanico. La exposicion a arsénico en agua de bebida se consideraba un problema de
salud publica importante en los Estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo y
San Luis Potosi, donde varias regiones presentan una incidencia elevada de
enfermedades relacionadas con la exposicion a Arsénico. En estas areas la exposicion
a arsénico también se asocia con la incidencia de diabetes, un coeficiente intelectual

reducido e infertilidad.**
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Cuadro 3. Concentraciones reportadas de arsénico en el agua de bebida en algunos

estados de México, recabadas en 1999. °

Numero de -
o - Arsénico total
Localizaciéon Fuente de agua muestras Afo en aqua ua/l
estudiadas guang
Hermosillo Sonora Agua de pozo 173 NR 2-305
. 1970-
Region Lagunera Agua de pozo 171 1980 7-624
. . Acuiferos y agua Desde
Hgo. NR 21-107
Zimapan, Hgo de pozo 1970 070
San Luis Potosi Agua de grifo 19 NR 9.9-20.9
San Luis Potosi Agua de pozo NR NR 106-6897

NR: No Reportado

En el cuadro 4 se muestran las concentraciones reportadas en afilos mas recientes para

arsénico en agua, éstas siguen siendo concentraciones que superan el limite permitido

el cual segun la Modificacién a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 en la

tabla de cumplimiento gradual para arsénico para el afio 2005 es de 0.025 mg/L

(25 ug/L).
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Cuadro 4. Concentraciones reportadas de arsénico en agua en algunos estados de
México hasta el 2012.

Numero de o
o Arsénico total
Localizacion Fuente de agua muestras Afo
) en agua ug/L
estudiadas
Nayarit*? Agua de pozo 74 2012 7-27.15
Durango™ Agua de pozo NR 2001 50-92
Chihuahua Agua de pozo NR 2010 25
Oaxaca®™ Agua de pozo NR 2010 100
Hidalgo®® Acuiferos NR 1993 14-1000

NR: No Reportado

Observamos que en todos los estados monitoreados se supera el limite maximo

permitido, puesto que todas las concentraciones son mayores a 25 ug/L.

D. Espectrometria

La medida de la emisién y la absorcién de la radiacion electromagnética por parte de
las sustancias se denominan espectrofotometria, los instrumentos especificos utilizados
para espectrometria se denominan espectrofotbmetros, espectrorradiometros o

espectrémetros.*’
Para la produccion y la deteccion de radiacion se requiere de técnicas para las
diferentes regiones del espectro electromagnético. Sin embargo, en todos los métodos

espectrométricos se miden fundamentalmente dos variables:

La longitud de onda (o energia) de la radiacion.
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La cantidad de radiacién de esa longitud de onda.

Cuando un material especifico absorbe energia de la radiacién electromagnética,
absorbe unicamente ciertas longitudes de onda. Para otras longitudes de onda, el
material puede ser transparente. De manera similar, cuando un atomo o molécula emite
luz, sélo lo hace a sus longitudes de onda caracteristicas. A otras longitudes de onda no
produce emision. Estas longitudes de onda se mantienen iguales pese a la cantidad de
analito presente. Sin embargo la cantidad de radiacion electromagnética absorbida o
emitida depende de la concentracibn de compuesto presente en el paso Optico (en

casos sencillos)."

1. Espectrometria de absorcién atémica

La espectrometria de absorcién atomica tiene sus origenes en 1666 con Isaac Newton.
En 1802 Wollaston observd que aunque el espectro de la luz solar era continuo, era
interrumpido por lineas oscuras. Después en 1814 Fraunhofer encontré una serie de
lineas en la regidn visible del espectro solar y etiquetd alfabéticamente las lineas
principales del espectro, en 1832, Brewster, investigdo la absorcion de radiacion
electromagnética por varios vapores y sugirio que las lineas se debian a ciertos vapores
en la atmosfera del sol. En 1860 Kirchhoff dedujo a partir del resultado de de
Fraunhofer la presencia de ciertos elementos en la atmosfera solar y con Bunsen en
1861 establece las bases de un nuevo método de analisis quimicos. Fraunhofer y
Kirchhoff habian estado observando la absorcion atémica y la emision atomica

respectivamente. 2

Después de mas de 60 afios fue avanzando el conocimiento de la espectrometria de
absorciéon atdbmica hasta llegar a Mueller y Pringsheim quienes publicaron en 1930 un
método para la medicion de mercurio en aire, aunque la primer aplicacion real de la
absorcion atomica fue el analisis hecho por Walsh en 1955, y Alkemade en el mismo
afio. Walsh hizo contribuciones muy significativas al desarrollo de la espectrometria de

absorcion atomica como herramienta analitica. El usé lamparas de catodo hueco como
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una fuente continua reduciendo asi en gran medida la resolucion requerida para el éxito
del andlisis. Con la disponibilidad de los fotomultiplicadores los problemas asociados

con la medicién de la absorcion fueron eliminados. 8

El principio de ésta técnica analitica consiste en que los atomos libres en estado basal
son capaces de absorber radiacién electromagnética de una frecuencia determinada,
pasando asi al estado excitado, donde se establece que la absorbancia A es propor-
cional al numero de atomos libres N y a la longitud de la capa absorbente |, a través de
la constante de proporcionalidad k(A) denominada coeficiente de absorcién espectral

atomico. *°

Como puede observarse, la expresion equivale a la Ley de Lambert-Beer, donde:

La absorbancia de una muestra es proporcional a la concentracion de la sustancia que

absorbe radiacién electromagnética incidente. Experimentalmente se muestra que:

A=abc

En otras palabras, la absorbancia es directamente proporcional a:

a) Una constante que es una propiedad de la sustancia por si misma asi como de
longitud de onda de la medida;

b) La longitud de paso Optico a traves de la cual la radiacion electromagnética viaja
hacia la muestra;

c) La concentracién de la sustancia que absorbe la radiacion electromagnética y c

como concentracion seré obvia segin el contexto.*’

Existen tres estrategias basicas para generar atomos libres en estado basal: a través de
una llama, de una descarga eléctrica o de una reaccion quimica. A partir de ellas, se
reconocen las distintas modalidades de espectrometria de absorcién atomica:
Espectrometria de Absorcion Atdmica por Flama (FAAS), Espectrometria de Absorcion
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Atémica por Vaporizacion Electrotérmica u Horno de Grafito (EVAAS o GFAAS),
Espectrometria de Absorcion Atomica por Generaciéon de Hidruros (HGAAS) y

Espectrometria de Absorcion Atomica por Vapor Frio (CVAAS).
E. Cuantificacion de arsénico por espectrometria
1. Técnicas espectrométricas para cuantificar arsénico
De las diferentes técnicas para la cuantificacion de arsénico por espectrometria, se
elije la adecuada dependiendo de la cantidad que se requiera cuantificar, ya que existen
técnicas que determinan cantidades porcentuales hasta técnicas que determinan
trazas. En el cuadro 5 se visualizan los limites de deteccion para arsénico por las

distintas técnicas de espectrometria.

Cuadro 5. Limites de deteccién para arsénico por espectrometria.

Técnica Limite de deteccidn

ICP-MS (Plasma acoplado inductivamente - 0.0006 pgiL
masas)
Espectrometria de absorcion atémica por 0.03 ug/L
generador de hidruros
Horno de grafito 0.05 ug/L
ICP- OES (Espectrometria de emision éptica de 2 pg/L
plasma acoplado inductivamente)

150 pg/L

Espectrometria de flama

Observamos que la técnica ICP-MS es la que tiene un limite de detecciobn mas
pequefio; es decir es capaz de detectar trazas de arsénico, pero existe la desventaja de
gue es una técnica relativamente costosa en comparaciéon con la técnica de absorcion
atodmica por generacién de hidruros, que es la técnica que le sigue a ICP-MS en cuanto

a limite de deteccién.
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2. Contraste del método normalizado con el método propuesto

El método normalizado para la determinacion de arsénico en agua, se encuentra en la
Norma Oficial Mexicana NOM-117-SSA1-1994, bienes y servicios. Método de prueba
para la determinacién de cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre, fierro, zinc y mercurio

en alimentos, agua potable y agua purificada por espectrometria de absorcion atémica.

En ésta metodologia se describe el procedimiento la determinacion de arsénico en agua
por espectrometria de absorcion atémica por generacion de hidruros.

En cuanto a la preparacion de muestras incoloras, transparentes e inodoras y de una
sola fase, pueden analizarse directamente por espectrometria de absorcion atémica, sin
digestibon en ambos métodos, pero en lo que concierne a muestras que presentan
turbidez el procedimiento normalizado describe realizar un calentamiento de 20 minutos
de la muestra y posteriormente llevar a reflujo durante 30 minutos. Una vez terminado
el reflujo se deja reposar por una noche, se centrifuga por 30 minutos mas y se analiza
por espectrometria de absorcién atomica por generacion de hidruros. A diferencia de la
metodologia propuesta en la que si las muestras presentan turbidez se les realiza una
digestién acida por horno de microondas, la cual tarda 20 minutos.

Otras razones para emplear las digestiones por horno microondas son ademas de la
reduccion de tiempos de preparacion de la muestra es la disminucion de pérdidas por
volatilizacién de arsénico ya que sus puntos de fusion y ebullicion son relativamente
bajos (ver cuadro 2), ademas de evitar problemas normalmente observados en los
procedimientos convencionales de digestién, tales como la posibilidad de

descomposicion incompleta de la materia organica y riesgos de contaminacion.

La curva de calibracion del método normalizado va de concentraciones de 0 a 10 ug/L
de arsénico, a diferencia de la curva de calibracion en el método propuesto abarca
concentraciones de 0 a 20 pg/L de arsénico, lo que duplica el intervalo de trabajo y por
consiguiente las concentraciones en las que no es necesario realizar diluciones para la

determinacion de arsénico.

22 | XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE



FES ZARAGOZA-UNAM

3. Determinacion de arsénico por generacion de hidruros

La técnica de absorcion atdmica con generacion de hidruros permite cuantificar en el
orden de partes por billén de arsénico, ya que tiene la propiedad de formar el hidruro

con arsénico.

La muestra disuelta en acido diluido se mezcla con un agente reductor, tal como
borohidruro de sodio (NaBH,). Esta reaccién produce hidrégeno atémico que reacciona

con el arsénico en la solucién para formar hidruros volatiles.?

Se han propuesto las siguientes reacciones, donde R se refiere a un radical organico o

puede ser hidrégeno:

RAS(O) (OH) 3nt H" + BH,. — RAs (OH) an + HoO + BH;3
RAs (OH) 3.0 + (3-n) BH4 - + (3-n) ™" —  RAsHa., + (3-n) BH3 + (3-n) H,0
BHs; + 3 H,O — H3BO3 + 3 H»

Los hidruros volatiles como la arsina (AsHs) son arrastrados por un gas portador como
nitrégeno a una celda de cuarzo, que es calentada por una llama de aire-acetileno a
una temperatura optimizada para producir la atomizacion de arsénico.

Cuando los gases pasan a través de este tubo calentado, ocurre una descompaosicion

térmica, y se liberan los atomos del elemento: %

2 AsHz; — 2 As® + 3 H,

La determinacion de arsénico total requiere que todo el arsénico inorganico se
encuentre en estado +3. Todas las formas de arsénico organico son primero oxidadas
por digestion acida a As+5. Este luego es cuantitativamente reducido a As+3 con
yoduro de potasio o sodio antes de reaccionar con borohidruro de sodio.
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La generaciéon de la arsina es mas rapida a partir de la forma trivalente que de una
pentavalente, la reduccion del As (V) a As (lll) sera un paso previo imprescindible a la
formacién de la arsina. El reactivo utilizado para este paso es el yoduro de potasio (KI).”

Se ha encontrado innecesaria la reduccion con yoduro de potasio cuando se utilizan
sistemas cerrados de digestion donde las condiciones acidas, temperaturas y
voliumenes son controlados estrictamente. Ademas de sistemas de flujo continuos y
bien controlados, donde no existen variaciones en cuando a los tiempos de reaccion

para formacién de arsina.?
4. Sistema para la generacion de hidruros de flujo continuo

Este sistema consiste en una bomba peristaltica que se usa para la formacion de
hidruros, en ella los elementos son reducidos a hidruros volatiles usando borohidruro de
sodio y arrastrados a una celda de cuarzo con un gas de arrastre.

Esta bomba peristaltica realiza la funcion de llevar hasta un reactor los reactivos y la
muestra para llevar a cabo la reduccion; En la figura 1 se esquematizan los canales de
la bomba; donde el canal de color verde es el de introduccién de la muestra, el canal
azul es del agente acido, el rojo es el del reductor y el canal negro es el que conduce
los desechos.

Dirain

Carrier
gas

Acu reagent %
Sample

Figura 1. Canales de la bomba peristaltica
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5. Instrumento de espectrometria de absorcidén atdmica de flama

Los componentes basicos de un instrumento de espectrometria de absorcion atomica
de flama son: fuente de radiacion (lampara de catodo hueco), atomizador,

monocromador, detector, amplificador y procesador de datos. Figura 2

Detector
“a i < 3
el
]_.:sl.mpa.ta de El 17
catodo hueco \ Rejlla =
'(‘ X > : 7
Juemador —— Monocromador

4 Gas Cridante
: combustible *

Mebulizader ¢ ‘ I Mluesztra acucsa

Dhenado

Figura 2. Componentes basicos del espectrometro de absorcién atémica

La fuente de radiacion mas comun para las mediciones de absorcién atémica es la
lampara de catodo hueco, los atomizadores pueden ser con y sin flama para producir
atomos libres del metal en el haz de la radiacion. El atomizador con flama esta
compuesto de un nebulizador y un quemador. La solucidén de la muestra es convertida
primero a un fino aerosol, y luego llevada a la flama que transmite la energia suficiente
para evaporar el solvente y descomponer los compuestos quimicos resultantes en
atomos libres en su estado fundamental. Las mezclas de gases mas usados para
producir la flama adecuada son: aire/propano, aire/acetileno y 6xido nitroso/acetileno.
Generalmente, la eleccién dependera de la temperatura requerida para la disociaciéon

de los compuestos y atomizacion de los metales; el monocromador permite aislar la
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linea de resonancias del espectro emitido por la [ampara de catodo hueco y como
detector, se emplea un tubo fotomultiplicador que produce una corriente eléctrica, la
cual es proporcional a la intensidad de la linea aislada por el monocromador para que
finalmente un amplificador selectivo amplifique la sefial pasando luego a un dispositivo

de lectura que puede ser un voltimetro digital o un registrador.?

F. Evaluacion estadistica del desempefio de métodos analiticos

Mediante este proceso se establece con un estudio de laboratorio, que las
caracteristicas de desempefio del método retunen los requisitos para las aplicaciones
analiticas concebidas. Las caracteristicas de desempefio se expresan en funcién de los

parametros analiticos.?

Nos interesa mantener un método que sea estable, capaz y robusto. Un método
evaluado estadisticamente nos da la seguridad de ello, dado que estas caracteristicas
son esenciales para mantener altos niveles de calidad en los resultados del analisis.
Entonces mediante éste proceso aseguramos que se cumpla con los requerimientos

preestablecidos, confirmando su precision y exactitud.

Por otra parte aseguramos que las modificaciones de las condiciones normales de
ensayo y medio ambiente operacional no afecten negativamente el resultado final. Asi
tenemos un control de los puntos criticos del ensayo y poder asi prevenir y evitar
resultados erréneos que afecten la calidad de analisis.

Alcance de la evaluaciéon

Se diferencian tres casos:

1. Establecer un método en un laboratorio diferente, se estandarizado y normalizado,
gue se aplica exactamente como esta descrito en la norma se debe realizar evaluacién

del desempefio parcial
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2. Un método establecido, extenderlo o adaptarlo a un problema nuevo se debe hacer
evaluacion del desempefio parcial o completo.
3. Desarrollo de un método para un problema en particular se debe realizar evaluaciéon

del desempefio completa.®

Los parametros recomendados para la evaluacién de un método de ensayo que incluye

mediciones analiticas por espectrometria de absorcién atémica: %°

Recuperacion

Sensibilidad

Selectividad

Robustez

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion
Intervalo lineal y de trabajo
Reproducibilidad
Repetibilidad

10.Sesgo (en algunos casos evaluado a partir de la recuperacion)

© 0o N o g s~ wDdhPE

11.Incertidumbre

G. Parametros de desempefio

Recuperacion

El porcentaje de recuperacion es el cociente entre la cantidad de analito medida y el
contenido en la muestra. En el caso ideal, se obtiene un 100%. En mediciones
experimentales puede perderse analito especialmente en el caso de tratamientos
complejos de muestras con analito en cantidades traza, dando lugar a porcentajes de

recuperacion menores.?
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Sensibilidad
La sensibilidad de un método es el gradiente de la funcién de calibracién.?’

Esta es efectivamente la pendiente de la curva de respuesta, es decir, el cambio en la
respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion del
mensurado. Cuando se ha establecido que la respuesta es lineal con respecto a la
concentracion (o sea, dentro del intervalo lineal del método) y se ha determinado la
interseccion de la curva de respuesta, la sensibilidad es un parametro Gtil para calcular

y usar en férmulas de cuantificacion.?®

En el ejemplo de las figura 3 y 4 cuyas ecuaciones de las rectas son: y= 0.04856x —
0.0006 y y= 6.08988x- 0.0016 respectivamente; nétese que en las calibraciones, que el
método para la determinacién de arsénico es mas sensible que el método para
determinar plomo. Esto se identifica por la pendiente de las ecuaciones de las rectas en

las que se 0.04856 en la ecuacion de plomo es menor a 6.08988 de la ecuacion de

arsénico.
Marmal: Ajuste linear

0,03

0,02 1
=
= 0,01 1

0,00

-I:III:I1 T T T T T T T T T

goo0 Qo5 0410 0459 020 029 030 035 040 045 0,40
Conc:molfl

Figura 3. Curva de calibracién de plomo por espectrometria de absorcion atémica por
flama (Tomada de la base de datos del instrumento de espectrometria de absorcion
atdmica Thermo Scientific S4 propiedad del laboratorio GISENA S. A. de C. V).
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mMarmal: Ajuste linear

015

0,10+

0,05 -

Abs

0,00

-I:III:IE 1 T 1 1 1 1 1 1 1
0,000 0002 0004 Q006 0008 00 OM2 0014 OB 0,018 0,020
Cancmoll

Figura 4. Curva de calibracion de arsénico por espectrometria de absorcion atomica
por generador de hidruros (Tomada de la base de datos del instrumento de
espectrometria de absorcién atémica Thermo Scientific S4 propiedad del laboratorio
GISENA S. A. de C. V).

Selectividad

La selectividad es el grado en que un método puede cuantificar el analito con precision
en presencia de interferentes. Idealmente, la selectividad debe ser evaluada en
presencia de cualquier interferencia importante. Como principio general, la selectividad,

debe ser lo suficientemente buena para cualquier interferencia para ser ignorado. 2’

En general se puede decir que los métodos de andlisis consisten en una etapa de
medicién que puede o no ser precedida por una etapa de aislamiento. Es necesario
establecer que la sefial producida en la fase de medicion, o de otros bienes medidos,
gue se ha atribuido a la sustancia analizada, es so6lo del mensurado y no de la

presencia de alguna interferencia fisica o quimicamente similares o que surja como una
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coincidencia. La selectividad es una medida que evalla la confiabilidad de las

mediciones en presencia de interferencia. 28

Robustez

La robustez de un método analitico es la resistencia al cambio en los resultados
obtenidos por un método de analisis cuando se hacen desviaciones menores de las
condiciones experimentales descritas en el procedimiento. Los limites de los
parametros experimentales deben ser prescritos en el protocolo del método, y tales
desviaciones permisibles, por separado o en cualquier combinacién, debe producir
ningun cambio significativo en los resultados obtenidos. (Un "cambio significativo" aqui
implicaria que el método no puede funcionar dentro de los limites acordados de la
aptitud que define la incertidumbre para el propésito.) Los aspectos del método que
puedan afectar a los resultados deben ser identificados y sus influencia en los
resultados del método evaluado mediante el uso de pruebas de rigurosidad. La
robustez de un método se prueba introduciendo deliberadamente pequefios cambios en
el procedimiento y examinar el efecto en los resultados. Una serie de aspectos del
método puede ser necesario considerar, sino porque la mayoria de estos tendra un

efecto insignificante, normalmente seré posible modificar varios una vez.?’

Para esta determinacion se aplica el Test de Youden y Steiner para la evaluacién de la
robustez de un método quimico analitico. Este procedimiento permite evaluar el efecto
de siete variables con solo ocho andlisis de una muestra.

Para proceder a realizar el estudio de robustez se deben identificar aquellos factores
del método que posiblemente afectarian los resultados finales obtenidos a través de
este. Estos factores estan presentes habitualmente en el método (ejemplo: temperatura,
composicion de fase movil o soluciones reactivas, pH de solucion, tamafio de celda

espectrofotométrica, flujo gas carrier, split, etc.).?°

30 | XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE



FES ZARAGOZA-UNAM

Limite de deteccidon

Cuando las mediciones se hacen en los niveles bajos de mensurado, es importante
saber cual es la concentraciéon mas baja del mensurado que puede ser detectada con
confianza por el método a esa concentracion se le denomina limite de deteccién (LC).
La importancia en la determinacion de este parametro, y los problemas asociados a
ella, surgen del hecho de que la probabilidad de deteccidon no cambia repentinamente

de cero a la unidad cuando cruzan el limite. 2

Para propositos de validacién es suficiente proporcionar un indicativo del nivel al cual la
deteccion resulta problematica. Para este propdsito la aproximacion “blanco + 3s”
usualmente sera suficiente.?® donde “s” es la desviacién estandar de las mediciones de

diez blancos de muestra.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LC) es estrictamente la concentracion mas baja de
mensurado que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
repetibilidad y exactitud. También se define por diversos convenios para ser la
concentracion del mensurado correspondiente al valor de la muestra en blanco mas 5, 6
0 10 desviaciones estandar de la media en blanco. A veces también se conoce como

"limite de determinacion”.

Intervalo lineal y de trabajo

Para cualquier método cuantitativo, es necesario determinar el rango de
concentraciones de mensurado o valores de las propiedades sobre las cuales puede
aplicarse el método. Hay que tener en cuenta que esto se refiere a la gama de
concentraciones o valores de las propiedades en las soluciones medidas mas que en
muestras reales. En el extremo inferior del rango de concentracién de los factores

limitantes son los valores de los limites de deteccién y / o cuantificaciéon. En el extremo
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superior del rango de concentracion las limitaciones seran impuestas por los diversos

efectos dependiendo del sistema de respuesta del instrumento. %

Precision: reproducibilidad, precision intermedia y repetibilidad

La precision es el grado de concordancia entre ensayos independientes obtenidos bajo
unas condiciones estipuladas. Estas condiciones dependen de los factores que se
varien en cada uno de los ensayos. Por ejemplo algunos de los factores que se pueden
variar son: el laboratorio, el analista, el equipo, los reactivos y el dia en el que se hace
el ensayo. Dependiendo de los factores que se varien pueden obtenerse tres tipos de
precision: la precision intermedia y repetibilidad.>*

Las dos medidas extremas son repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad

Es la mas pequefa precision esperada. Da una idea del tipo de variabilidad que se
puede esperar cuando el método es desarrollado por un mismo analista en un mismo
equipo a lo largo de un periodo de tiempo corto. Ejemplo la variabilidad esperada entre
los resultados cuando la muestra es analizada por duplicado.?®

Reproducibilidad

Es la precision mas grande esperada. Una muestra analizada por varios laboratorios.

A partir de la desviacion estandar de la repetibilidad (o o sr) es util calcular el limite de
repetibilidad “r”, el cual le permite al analista decidir si es significativa la diferencia entre
analisis duplicados de una muestra, realizados en condiciones de repetibilidad.

A partir de la desviacion estandar de la reproducibilidad (o o sR) es util calcular el limite
de reproducibilidad “R”, el cual le permite al analista decidir si es significativa la
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diferencia entre analisis duplicados de una muestra, realizados en condiciones de

reproducibilidad.?®

Por el hecho de estar sujeta a consideraciones adicionales de efectos fuera del alcance
de un ensayo de colaboracion, la desviacion estandar de reproducibilidad representa
una estimacion de trabajo de la incertidumbre de medicion. Esto es a condicidon de que:
el sesgo del laboratorio, medido sobre materiales adecuados, sea pequefio con
respecto a la desviacién estandar de reproducibilidad; que la precision de repetibilidad
interna sea comparable a la repetibilidad del método de referencia; y que la precision
intermedia del laboratorio no sea mayor que la desviacién estandar de reproducibilidad
publicada.?®

Precision intermedia
Se obtiene cuando dentro de un laboratorio se varian uno o mas factores entre cada
uno de los ensayos. Hay diferentes tipos de precision intermedia dependiendo de los
factores que se varien. **

Sesgo

Diferencia entre el valor promedio de la muestra y el valor considerado como verdadero.

Valor estimado de un error sistematico.>?

Incertidumbre

Parametro asociado al resultado de una medicion que caracteriza la dispersion de los

valores que podrian ser razonablemente atribuidos al analito.?
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un laboratorio de ensayo debe evaluar el desempefio de métodos no normalizados,
métodos disefiados y/o desarrollados por el laboratorio, métodos normalizados usados
fuera de su alcance propuesto y ampliaciones y modificaciones de métodos
normalizados para confirmar que los métodos se ajustan al uso propuesto. La
evaluacion debe ser tan extensiva como sea necesario para satisfacer las necesidades

de la aplicacién o del campo de aplicacién dado.

En México existe la Norma Oficial Mexicana NOM-117-SSA1-1994, en la que se
describe el método para la determinacién de arsénico en agua por espectrometria de
absorcion atémica, pero este método requiere tiempos largo de preparacién de la
muestra, ademas que durante la preparacion de la muestra puede haber pérdida de
arsénico y no se garantiza una digestion completa de la muestra. Es por ésta razon que
surge la necesidad de proponer un método analitico para determinar arsénico en agua
utilizando equipos como el horno de microondas. Asi que se debe evaluar el
desempenio estadistico del método propuesto para demostrar satisface las necesidades

del uso propuesto.

V. OBJETIVO

Demostrar que el método propuesto para la determinacion de arsénico en agua por
espectrometria de absorcion atomica cumple con los criterios de aceptacion para cada

parametro de desempefio.

V. HIPOTESIS

El método propuesto para la determinacién de arsénico en agua cumple con los
criterios de aceptacién propuestos para la evaluacion estadistica del desempefio de

métodos analiticos.
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VI, METODOS

Procedimiento analitico

Las muestras incoloras, transparentes e inodoras y de una sola fase, pueden analizarse
directamente por espectrometria de absorcion atémica sin digestion.

Para esto adicionar a 100 mL de muestra, 1 mL de &cido nitrico concentrado, en el caso
de que no se observe un precipitado proseguir con el método A, en caso de observar

precipitado proseguir con el método B.

Método A
Preparacién de curva de calibracion:

1. Colocar con una micropipeta en matraces volumétricos de 100 mL las alicuotas
correspondientes de la solucién de trabajo de arsénico de 1 pg/mL (ver la
preparacién en anexo 1) de acuerdo al cuadro 6.

2. Adicionar 5 mL de HCI concentrado y 5 mL de la solucion de yoduro de potasio
al 5% (ver preparaciones en anexo 1) y dejar reposar dentro de la campana de
extraccion durante 10 minutos

3. Aforar con &cido clorhidrico al 10 % (ver preparacion en anexo 1).

Cuadro 6. Curva de calibracion

Muestra uL de solucidén de trabajo Concentracion en ug /L (ppb)
Blanco 0 0

Punto 1 300 3

Punto 2 500 5

Punto 3 1000 10

Punto 4 1500 15

Punto 5 2000 20
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Preparacion de las muestras

1.
2.

Colocar 30 mL de la muestra en un matraz volumétrico de 50 mL.

Adicionar 5 mL de HCI concentrado y 5 mL de la solucién de yoduro de potasio
al 5% y dejar reposar dentro de la campana de extraccién durante 10 minutos.
Aforar con acido clorhidrico al 10 %.

Lectura por espectrometria de absorcion atébmica de flama por generacion de hidruros.

1.

Encender el espectrémetro de absorcion atémica y la bomba de generacion de
hidruros.

Abrir el software SOLAAR desde el equipo de computo.

Encender la [dmpara de catodo hueco de arsénico y la [dmpara de deuterio
treinta minutos antes de iniciar el analisis.

Abrir la “biblioteca de métodos” y hacer doble clic en la metodologia pre-
cargada para la determinacion de arsénico, donde se despliega una ventana en
donde se elegiran los parametros adecuados para la determinacién de arsénico
en agua. Se elegiran como se indica en el cuadro 7. Y se oprime aceptar.

Se coloca la celda de cuarzo en forma de “T”; y se saca de la linea del
guemador.

Se enciende el quemador y se oprime el icono optimizacién de flama; para
posteriormente realizar una configuracion optica.

Se coloca la celda en la montura en el paso del haz de luz y optimiza la celda
“T” oprimiendo la opcién “optimizacién de celda”: donde se ajusta la profundidad
y la rotacion del quemador de manera que se consiga la menor absorcion
posible. Una vez logrado se oprime “comprobar celda” verificando que el
porcentaje sea mayor al 70% y se acepta.

Se realiza un “autocero”.

Se colocan los reactivos en la bomba peristéltica de la siguiente manera: se
inserta la manguera del canal reductor en el contenedor de la solucién de
borohidruro de sodio al 1%, la del canal acido en el contenedor de acido
clorhidrico al 50%, la de muestra se coloca en un envase gque contenga agua
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grado cromatografico y la del canal de desechos se conecta a un contenedor
donde se colecten los residuos.

10.Se oprime el icono iniciar bomba y se deja fluyan todas las soluciones por los
canales durante diez minutos.

11.Oprimir el icono autocero.

12.Iniciar el andlisis seleccionando el icono iniciar analisis.
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Cuadro 7. Parametros para la determinacion de arsénico

Pestafia Pardmetro Valor , magnitud u opcién
Se elije el nimero de muestras a analizar
y se nombran cada una de ellas. El orden
de la secuencia es el siguiente:
Secuencia Identificacion de muestras Calibracion, blanco de muestra,
recuperacion y posteriormente las
muestras problema, alternando entre
cada diez muestras una recuperacion
Espectrometro  Modo de medicion Absorbancia
Numero de muestras 3
Tiempo de medicién
P 4 segundos
muestra
Longitud de onda 193.7 nm
Corrector de fondo En linea
Vapor/SFl Modo de vapor Calentamiento / flama
Flujo de acetileno 1.0 L/min
Kit de vapor VP 100
Tiempo de toma de muestra 50 segundos
Flujo de gas acarreador 100 mL/ min
Velocidad de la bomba 40 RPM
Calibracién Método Ajuste normal/lineal, minimos cuadrados

Concentracion

Estandares
Descripcion de estandares

Aceptacién de r

Mg /L
6

Se describen las concentraciones de
cada punto de calibracién

0.995
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Céalculo de concentraciones

El software del instrumento emite una hoja de resultados con las concentraciones
interpoladas en la curva de calibracion y la concentracién final se calcula con la
siguiente formula:

Cf =16 (Ci— Cbm)
Dénde:

1.6= Constante equivalente al inverso de las diluciones

Cf= concentracion de la muestra en g /L

Ci= concentracion de la muestra en ug /L (lectura dada por el instrumento)

C bm=concentracion del blanco de muestra en pg /L (lectura dada por el instrumento)

Método B

Preparacion de la curva de calibracion

En un vaso de digestion de 75 mL colocar 30 mL de agua grado cromatografico, 5 mL
de &cido nitrico concentrado y fortificar como se muestra en el cuadro 6 con la solucién
de trabajo de arsénico de 1 pg/mL y cerrar los tubos con la estacion de taponado
(capping station).

Preparacion de las muestras

En un tubo de digestiéon de 75 mL colocar 30 mL de muestra y 5 mL de &cido nitrico

concentrado Yy cerrar todos los tubos con la estacion de taponado.

Digestidn de curva de calibracion y muestras

1. Colocar los tubos de digestion dentro de las chaquetas en el carrusel del horno
microondas. Se inicia la digestion con los programas de digestion (cuadros 8, 9 y10)
dependiendo del numero de tubos.
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Cuadro 8. 8 Tubos programa de calentamiento

Etapa Potencia % Tiempo Presion Temperatura Enfriamiento
P maxima Potencia (min) (psi) (°C) (min)
1 1200 W 60 10:00 - 170 10:00

Cuadro 9. 16 Tubos programa de calentamiento

Etapa Potencia % Tiempo Presion Temperatura Enfriamiento
P maxima  Potencia (min) (psi) (°C) (min)
1 1200 W 80 10:00 - 170 10:00

Cuadro 10. 24 Tubos programa de calentamiento

Etapa Potencia % Tiempo Presion Temperatura Enfriamiento
P maxima  Potencia (min) (psi) (°C) (min)
1 1200 W 100 10:00 - 170 10:00

2. Se desfogan los tubos en la campana de extraccién con la ayuda de la estacion de
taponado.

3. Se colocan las muestras de la curva de calibraciébn ya digerida en matraces
aforados de 100 mL y las muestras problema en matraces aforados de 50 mL.

4. Se afora cada matraz con acido clorhidrico al 10 %.

5. Se realiza la lectura por espectrometria de absorcion atdmica de flama por
generador de hidruros como se indic6 en el método A.

Calculo de las concentraciones

El software del instrumento emite una hoja de resultados con las concentraciones

interpoladas en la curva de calibracion y la concentracion final se calcula de la siguiente

40 I XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE



FES ZARAGOZA-UNAM

formula:
Cf = 1.6 (Ci — Cbm)

Dénde:

1.6= Constante equivalente al inverso de las diluciones
Cf= concentracion de la muestra en g /L
Ci= concentracion de la muestra en mg /L (lectura dada por el instrumento)

C bm=concentracion del blanco de muestra en mg /L (lectura dada por el instrumento)
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Procedimiento de evaluacién estadistica

En el cuadro 11 se describe en disefio estadistico para evaluar cada uno de los
parametros de desempefio del método.

Cuadro 11. Procedimiento para la evaluacion del desempefio estadistico del método

Parametro Disefio de evaluacién

Determinacion del Construccion de dos curvas de calibracion: en la primera las

efecto de soluciones de referencia no tienen digestion y en la segunda si. En
digestion en las ambas curvas las soluciones de referencia tienen concentraciones
soluciones de equivalentes. Se comparan las absorbancias y se determina el efecto
referencia de la digestion en las soluciones de referencia.”®

Realizacion del andlisis de 10 muestras fortificadas a las siguientes
concentraciones: 3, 5, 7, 9, 10,11, 13, 15, 17 y 20 pg/L, éstas se
preparan y analizan en tres dias diferentes y no se realiza proceso de
digestion.

El experimento anterior se repite con la diferencia de que estas
muestras si tienen proceso de digestion y se realiza el calculo de los
porcentajes de recuperacion.?®

- Xm

-s

-CV%

- Porcentaje de recuperacion (% R)

Se realiza un analisis de varianza de un factor y un post hoc de tukey
en el programa SPSS Version 19.

Recuperacion

Sesgo Andlisis de 10 muestras a una concentracién 10 pg/L. *
se calcula:
- Xm
-S
-Valor de t
Repetibilidad Andlisis de 30 muestras a una concentracion de 10 pg/L, se calcula:
- Xm
-s
-CV%
-Célculo del CV de Horwitz con la ecuacion :
%CV= 2(1—0.5 log ¢)

Donde ¢ = la concentracion del mensurado analizado 233
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Parametro

Disefio de evaluacién

Precision
intermedia

Limite tedrico de
deteccion y limite
practico de
deteccion (LTD y
LTC)

Limite teorico de
cuantificacion y
limite practico de
cuantificacion
(LPDy LPC)

Andlisis de 20 muestras a una concentracion de 3 pg/L, después de
un mes se leen otras 20 muestras a una concentracion de 10 pg/L y
al siguiente mes se analizan otras 20 muestras a una concentracion
de 30 pg/L.

Se calcula con los datos obtenidos:

- Xm

-S

Con los datos anteriores se construye un grafico de concentracion
contra desviacion estandar.

Se obtiene la ecuacion que mejor describa el comportamiento del
grafico

-Se calcula el valor corregido de la precision sustituyendo el valor de
10 pg/L (punto medio de la curva) en la ecuacion de precision
intermedia. % % %

Para la evaluacion del limite tedrico de deteccién y el limite tedrico de
cuantificacién se analizaron 10 blancos de muestra. % 3

Se calcularon ambos limites como sigue:

LTD=0+3S vy LTC = 0+ 10S

Donde:

0 = Valor medio de las muestras blanco

S = Desviacion estandar

Para determinar el LPD y el LPC se analizaron 10 muestras al 50 %
de la concentracion del primer punto de la curva de calibracion (1. 5
Mg/L) y sucesivamente se analizaron 10 muestras al 50 % de la
concentracién analizada inicialmente (0.75 pg/L).” ?°

Se calcula:

-Xm de la concentracion

-S de concentracion

-%CV de concentracion

-Xm de %R
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Parametro Disefio de evaluacién

Linealidad Realizaciéon un gréafico de concentracion versus respuesta, que se
conoce como funcién respuesta. Este grafico se construye con las
lecturas de tres curvas de calibracion realizadas en tres dias.

Luego de realizar el grafico:

- Obtener la ecuacion lineal de la recta

-Obtener el valor de r?

-A través de un analisis de regresion en Excel obtener los valores de
F 29

Robustez Se aplica el test de Youden Steiner %

Sensibilidad De las pendientes de las curvas de calibracién calcular: 2
- Xm
-S
-CV%

Incertidumbre Andlisis de tres curvas de calibracién conforme a la guia Eurachem
8. 343 nara el célculo de incertidumbre, al resultado sumarle el
resultado de precision intermedia.

Xm: media, s: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.
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VIl.  RESULTADOS

Determinacion del efecto de la digestidon en las soluciones de referencia de
la curva de calibracién
Los resultados obtenidos de los ensayos para determinar el efecto de la digestion en las

soluciones de referencia de la curva de calibracion se muestran en las figuras 5y 6.

En la figura 5 se ilustra el efecto de la digestién para lo que se grafica la curva de
concentracion de soluciones de referencia con digestion contra absorcién y

concentracion de las soluciones de referencia sin digestion contra absorcién.

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

Absorcion

o 5 10 15 20 25

B —#— Solucionses de referencia con digestion
Concentracion en pg/L

—%— Soluciones de referencia sin digestion

Figura 5. Efecto de la digestion de las soluciones de referencia de arsénico.

A cada concentracion le corresponde dos absorciones: sin digestion y con digestion.
Estas se pueden relacionar como que ilustra en la figura 6. Obteniendo para la curva de

esta figura la ecuacion y= 1.197X-0.00009.
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Figura 6. Comparacion de absorciones de las soluciones de referencia con digestion y
sin digestion.

Recuperacién

Los porcentajes de recuperacion se reportan en los cuadros 12 y 13 tanto para las
muestras sin proceso de digestion tanto como para las que si presentan proceso de
digestion respectivamente. Podemos notar que para ambos ensayos el promedio de

porcentaje de recuperacion son muy proximos al 100%.
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Cuadro 12. Porcentajes de recuperacion obtenidos de muestras sin proceso de

digestion
Concentracion % Recuperacion % Recuperacion % Recuperacion

Mg/L Dia 1 Dia 2 Dia 3
3 103.3 103.3 103.3
5 104.0 102.0 108.0
7 102.9 104.3 102.9
9 102.2 103.3 102.2
10 104.0 103.0 104.0
11 106.4 105.5 101.8
13 100.8 103.8 102.3
15 101.3 104.0 104.7
17 101.8 101.8 104.1
20 100.0 102.0 103.0
Xm 102.7 103.3 103.6
S 1.9 1.2 1.8
CcVv 1.8 1.1 1.7

Xm: media, s: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.
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Cuadro 13 .Porcentajes de recuperacion obtenidos de muestras con proceso de
digestion

Concentracion % Recuperacion % Recuperacion % Recuperacion

pg/L Dia 1 Dia 2 Dia 3
3 97 107 97
5 102 96 98
7 104 101 100
9 94 102 101
10 104 104 105
11 106 104 106

13 101 98 101
15 103 101 99
17 102 102 108
20 100 99 104

Xm 101.2 101.5 101.8

S 3.6 3.0 3.7
cv 3.6 3.0 3.6

Xm: media, s: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

48 I XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE



FES ZARAGOZA-UNAM

Sesgo
Para un valor asignado a 10 muestras de referencia de 10 pg/L de arsénico; los
resultados obtenidos mediante el andlisis sin proceso de digestidon se encuentran el

cuadro 14.

Cuadro 14. Resultados de la medicion del sesgo.

Lectura ug/L Sesgo
1 11.0 1.0
2 11.1 1.1
3 10.9 0.9
4 10.2 0.2
5 10.9 0.9
6 10.1 0.1
7 104 0.4
8 10.9 0.9
9 11.0 1.0
10 10.8 0.8

Xm 10.7
S 0.36
t calc 0.643

Xm: media, s: desviacidon estandar, t calc: t calculada.
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Repetibilidad

De las 30 muestras que se analizaron sin proceso de digestion a la concentracion
tedrica de 10 pg/L se llevo a cabo el calculo del coeficiente de variacion para determinar
la repetibilidad del método analitico. Segun Horwitz en la determinacion de cualquier
tipo de muestra, la repetibilidad del método analitico, se considera aceptable cuando su
coeficiente de variacion experimental es menor a % del coeficiente de variacion
obtenido al aplicar la ecuacién: % CV= 23051099 en donde ¢ es la concentracion
obtenida expresada en g/mL.* De acuerdo a esto, el coeficiente de variacién obtenido
fue de 1.59% y el calculo de Horwitz de 11.31%.

Precisién intermedia

Utilizando la misma ecuacién de Horwitz, pero aplicado a cada concentracién para
establecer la precision intermedia, se considera aceptable cuando su coeficiente de
variacién experimental es menor a 2/3 del coeficiente de variaciéon obtenido. ** De
acuerdo a esto, se encontr6 que todas las mediciones son menores a los calculos

realizados (cuadro 15).

Cuadro 15. Resultados de precision intermedia para 3 concentraciones diferentes

Concentracion %CV %CV 2/13 % CV
S Xm . . .
en ug/L Experimental Horwitz Horwitz
3 0.0813 2.96 2.746 13.56 9.04
10 0.2075 10.39 1.997 11.31 7.54
20 0.6524 20.46 3.189 10.19 6.79

Xm: media, s: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.

Al realizar el grafico de precision intermedia utilizando la concentraciobn contra

desviacién estandar con los resultados del precision intermedia obtenemos el gréfico
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de precision intermedia (figura 7), observandose que el comportamiento exponencial es

el que describe su mejor ajuste (r? = 0.999).

y = 0.0580118X
R2 = 0.999

0.7
0.6
0.5
0.4 |
0.3

sl (precision intermedia)

0.2

0.1

0 5 10 15 20 25

Concentracion pg/L

Figura 7. Grafico de precision intermedia
De la ecuacién exponencial de la recta: y= 0,058 e%*'® se calcula el valor de Y para
X=10, por lo tanto la precision intermedia es igual a 0.191.

Limite tedrico de deteccion (LTD) y Limite tedrico de cuantificacion (LTC)

Para la evaluacion del limite tedrico de deteccion y el limite tedrico de cuantificacion se
analizaron 10 blancos encontrdndose como valor promedio 0.05 pg/L y desviacion

estandar 0.097, con LTD = 0.342 ug/Ly LTC 1.022 ugl/L.
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Limite practico de deteccion (LPD) y Limite practico de cuantificacion
(LPC)

Para determinar el LPD y el LPC se analizaron 10 muestras al 50 % de la concentracién
del primer punto de la curva de calibracién (1. 5 pg/L) y sucesivamente se analizaron 10
muestras al 50 % de la concentracién analizada inicialmente equivalente a 0.75 ug/L.
(Cuadro 16)

Cuadro 16. Resultados de LPC y LPD

Lectura LPC ug/L LPD ug/L
Xm 1.680 0.640
S 0.092 0.084
%CV 5.47 13.18

Xm: media, s: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion
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Linealidad

La curva obtenida sigue una linea recta con un valor de r = 0.999 y r? = 0.999, p<
0.0001 (figura 8)

Curva de linealidad

y =0.008x - 0.001
R2=0.999

0.180
0.160
0.140
0.120
0.100

0.080

Absorcién

0.060
0.040

0.020

0.000

-0.020 0 5 10 15 20 25

Concentracion pg/L

Figura 8. Curva de linealidad
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Robustez

Para esta determinacion se aplico el Test de Youden y Steiner; el cuadro 17 muestra
los resultados.

Cuadro 17. Comparacion de variables por el método Youden y Steiner

Variable Resultado de la comparacion
Tiempo de estabilizacion del equipo Robusto
Flujo de nitrégeno de arrastre Robusto
Concentraciéon de NaBH4 No robusto
Tiempo de toma de lectura No robusto
Velocidad de la bomba Robusto
Marca NaBH, Robusto
Marca de NaOH Robusto
Sensibilidad

De las pendientes de las curvas de calibracion realizadas en la validacion se obtiene
una media de las pendientes de 7.64.

Incertidumbre
Incertidumbre estandar aportada por los resultados obtenidos de la curva de
calibracion:
u (ci)=0.186 ug/L

Incertidumbre estandar aportada por los resultados de precisiéon intermedia:
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u (sl)=0.191 pg/L

Incertidumbre combinada que es resultado de la combinacion de las contribuciones de

todas las fuentes es la incertidumbre estandar combinada uc.
uc =0.563 pg/L

Para el caso de la incertidumbre expandida tenemos que para un factor de cobertura
K=2:

U = concentracién en pg/L+ 1.12 pg/L
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VIIl. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La evaluacién estadistica de los métodos analiticos, como parte de la garantia de
calidad, permite demostrar que los resultados obtenidos cumplen con los parametros de
calidad establecidos. En este trabajo se llevo a cabo esta evaluacién en un método para
la deteccidén de arsénico en agua que tiene algunas variantes con lo estipulado en la
NOM-117-SSA1-1994. **

Como una primera parte de la evaluacion en, la ecuacion de la recta 'y = 1.197x —
0,00009 del grafico de la figura 6: comparacion de absorciones de las soluciones de
referencia con digestion y sin digestién; observamos que las absorciones de las
soluciones de referencia sin digestion son 1.197 veces mayores a los que si tienen
digestion, al respecto, en comparacion con un estudio realizado para estandarizar una
metodologia de cuantificacion de arsénico por espectrometria de absorcion atbmica, en
donde se obtuvo 1.145 de pendiente de la ecuacion de la recta®®; podemos notar que
son similares las pendientes y que la diferencia que existe en las absorciones puede
deberse a la preparacion de las muestras, porque los patrones estan preparados como
As+5 y después de la digestiébn contindan igual. De esto se concluye que no es

necesaria la digestion en los estandares de calibracién.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos en ambos ensayos son muy préximos al
100%, y son no estadisticamente significativos, razon por la cual podemos afirmar que
se pueden procesar muestras para el analisis de arsénico en agua tanto realizando
digestion en el caso de que sea necesario y no realizando este proceso cuando no se
necesite, ya que la determinacion de arsénico total requiere que todo el arsénico
inorganico se encuentre en estado As™. Todas las formas de arsénico organico son
primero oxidadas por digestion acida a As*™ cuando se realiza digestion asistida por
horno microondas y posteriormente se reduce a As**. % Cuando no se realiza digestion
por horno de microondas se reduce el As °>* a As ** mediante el uso de yoduro de
potasio.
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La digestién asistida por microondas es utilizada para la digestion rapida de muestras
de agua y de tejidos biolégicos y minerales.! Gracias a este proceso no hay pérdidas
de arsénico ya que se realiza mediante un sistema cerrado en el que los tubos de PFA
(polifluroalcoxietileno) que contienen las muestras, estan disefiados para liberar la
presién y no dejar escapar el mensurado de la muestra (autoventeo), tolerando altas
presiones generadas por altas temperaturas y por el proceso de digestion.

En términos de exactitud se distinguen los dos componentes abordados: precision y
sesgo; la precision se manejo en términos de repetibilidad y precision intermedia.

Puesto que el sesgo representa una diferencia sistematica importante en relacién al
valor de referencia aceptado, se refleja en un mayor valor del sesgo, recordando que
cuanto mas pequefio es el sesgo, mayor veracidad indica el método.?’ En este sentido,
de las 10 lecturas realizadas el valor de t calculado (0.642) es menor al valor de t
critico (2.262); es decir no hay diferencia estadisticamente significativa.

Los valores calculados con la ecuacion de Horwitz son limites razonables de
variabilidad que permiten comparar y calificar la repetibilidad de cualquier método
analitico, en funcién de la concentracion de analito determinado en una muestra.** En el
caso de este trabajo, el coeficiente de variacion experimental es menor al coeficiente de
variacion de Horwitz por lo que la repetibilidad es satisfactoria para el método analitico
.Conociendo que hay casos en los que se ha reportado para concentraciones de 10
Hg/L con CV de 4.7% en condiciones de repetibilidad®; mientras el CV para 10 pg/L es
de 1.59% en este ensayo, por lo que esta muy por debajo de lo reportado, indicando

gue es un método preciso.

Con relacién a la precision intermedia podemos concluir que el método analitico cumple
con ella ya que él porcentaje del CV experimental en cada uno de los ensayos no
supera el valor calculado mediante la ecuacién CV de Horwitz para precision.®

57 | XOCHIQUETZAL CORONADO PONCE



FES ZARAGOZA-UNAM

Como criterio de aceptacion para la robustez del método se considera que la diferencia
entre el valor alto y el valor bajo sea superior a V2 de la desviacién estandar de la
precisién intermedia del método (S), es decir: (X-x) < V2 S. De la prueba realizada
encontramos que en cuanto a robustez, el método es sensible a los cambios en la
concentracion del agente reductor (NaBH,) y al tiempo de toma de lectura, ya que son
mayores a 0.270 que es el valor limite del criterio de aceptacion; por lo tanto las
variables sensibles no deberan modificarse y se deberd mantener el valor nominal

establecido en el método para dicha condicion.

Mediante la experiencia adquirida con la préactica en términos de sensibilidad sabemos
gue mientras mas préxima al eje de las Y este la recta, significa que a ligeros cambios
en las concentraciones esperadas habra grandes variaciones en los resultados de las
lecturas observadas. En este caso el método tiene una buena sensibilidad (7.64) ya que
con variaciones pequefias en la concentracion se refleja de manera evidente el cambio
en la sefial (absorcion), haciendo posible la facil diferenciacion entre cambios de
concentracion. Es decir cuando la concentracién aumenta en una unidad la absorcion

se incrementa a razén de 7.64 veces.

Finalmente, la precisién intermedia y la incertidumbre estan relacionadas entre si ya
gue la incertidumbre debe considerar todas las fuentes de variabilidad que afecten a los
resultados. Por tanto, podemos afirmar que la precision intermedia es un componente
muy importante de la incertidumbre. Sin embargo, la incertidumbre siempre es mayor
gue la precisién intermedia ya que la incertidumbre también debe incluir como minimo
un término asociado a verificar que el método analitico no tiene un error sistematico, es
decir, asociado a la verificacion de la trazabilidad.?’ Para este método, la incertidumbre
expandida U esigual a 1.12 pg/L para una concentracion de 10 pg/L; al respecto hay un
reporte de un ensayo para determinar arsénico en agua por espectrometria de
absorcién atébmica en el que la incertidumbre expandida es para una concentracion de
7.50 ug/L de 0.91 pg/L?; lo que indica que el método evaluado es preciso ya que
estamos hablando de 1.12 pg/L de arsénico, siendo que el limite maximo permitido en
agua es de: 0.025 mg/L (25 pg/L) de arsénico’. Por lo que la incertidumbre es una
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cantidad muy pequefia en comparacion con el limite maximo permitido de arsénico en

agua.

IX. CONCLUSION

La evaluacion estadistica del desempefio del método analitico propuesto para la
determinacién de arsénico en agua por espectrometria de absorcién atobmica demuestra
gue el método es capaz de dar resultados seguros y confiables en cada una de sus
mediciones, ya que en cada uno de los parametros evaluados cumple con los criterios
de aceptacion. Es un método sensible y con limites de deteccidén y cuantificacion muy
bajos que permiten detectar trazas de arsénico en agua. Ademas de que combina la
espectrometria de absorcién atdmica con técnicas como los sistemas cerrados de
digestion por horno de microondas que le proporcionan mayor confiabilidad al método.
Logrando de esta manera demostrar que el método propuesto puede sustituir al método
normalizado para la determinacién de arsénico en agua descrito en la NOM-117-SSA1-
1994.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de soluciones

Solucién de trabajo de arsénico: A partir de la solucion estandar de 1000 pg/mL, tomar
una alicuota de 50 pL con una micropipeta y colocarla en un matraz aforado de 50 mL y
aforar con agua grado cromatografico, ésta solucion tiene una concentracién de 1

pg/mL.

Solucion de yoduro de potasio al 5%: Se pesan 5.0 g de acido ascorbico y 5.0 g de
yoduro de potasio y se colocan en un matraz volumétrico de 100 mL, se disuelven con

agua grado cromatografico y se afora.

Acido clorhidrico al 10%: En un matraz volumétrico de 1000 mL colocar 100 mL de
acido clorhidrico concentrado y agregar 500 mL de agua grado cromatografico,

homogenizar y aforar con agua.

Acido clorhidrico al 50%: Colocar 500 mL de &cido clorhidrico concentrado en matraz

volumétrico de 1000 mL y aforar con agua grado cromatografico.

Borohidruro de sodio al 1% estabilizado con hidréxido de sodio: Pesar 2.5 g de
borohidruro de sodio y 1.25 g de hidréxido de sodio (0.5 %), colocarlos en un matraz

volumétrico de 250 mL, agregar agua grado cromatografico para disolver y aforar.
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