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1 RESUMEN
El presente trabajo se realizd con el proposito de validar un método analitico (3111-B del
Standard Methods. 2017- Método de llama directa Aire-Acetileno) para la determinacion de
Cobre (Cu) en agua potable, natural y residual mediante espectroscopia de absorcion atomica de
Ilama, en el laboratorio de aguas de la universidad de Cordoba ya que esta se encuentra en el
proceso de ampliacion de los parametros acreditados ante el IDEAM, bajo la norma NTC-

ISO/IEC 17025:2017.

Los andlisis fueron realizados en el laboratorio antes mencionado, a una longitud de onda
de 324,8 nm utilizando un Espectrofotometro de absorcidn atomica Agilent Technologies 240
AA. Los parametros de validacién arrojaron resultados favorables como: rango de trabajo de
0,200 a 4,000 mg/L Cu, limite de deteccion 0,076 mg/L Cu. La precision fue reportada como
%CV obteniéndose valores de 0,62% (rango bajo), 0,61% (rango medio), 1,65% (rango alto) y
2,86% (M. Potable), 6,86% (M. Natural) y 1,34% (M. Residual) para repetibilidad y 2,95%
(rango bajo), 1,39% (rango medio) y 1,48% (rango alto) para reproducibilidad. La exactitud se
reportd como %E arrojando valores de 2,02% (rango bajo), 2,87 % (rango medio), 0,30 (rango

alto); y %R de 82,38% (M. Potable), 95,64% (M. Natural) y 84,06% (M. Residual).

Por ultimo, se evalud la incertidumbre obteniendo valores 0,003 mg/L Cu, £0,102 mg/L
Cu, £0,108 mg/L Cu, y 0,117 mg/L Cu, para los niveles muy bajo (LDM), bajo, medio y alto
respectivamente. Se concluye que el laboratorio de aguas de la universidad de Cérdoba puede
aplicar el método ya antes mencionado, para la determinacion de Cobre (Cu) en agua potable,
natural y residual, ya que cumplen los requisitos exigidos por el IDEAM para la acreditacién de

laboratorios de ensayo y calibracion, bajo la norma internacional NTC-ISO/IEC 17025:2017.




2 INTRODUCCION

La contaminacién del agua por metales pesados ocasionada por via antrépica y natural,
esta afectando drasticamente la seguridad alimentaria y salud pdblica. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y algunas autoridades ambientales, han establecido niveles de riesgo en
funcidn de la concentracion de metales en aguas de consumo humano y alimentos (Yulieth C.
Reyes, Inés Vergara, Omar E. Torres, Mercedes Diaz, 2016). Para garantizar el control de los
niveles de metales pesados como el Cobre, en aguas potable, natural y residual, y el impacto que
estos generan en el medio ambiente, se requiere de metodologias analiticas que posean atributos
como exactitud, precision, sensibilidad y selectividad, estos atributos se encuentran asignados al
proceso de validacion mediante el cual se asegura la calidad de los resultados, cumpliendo con

condiciones que garanticen el bienestar y la satisfaccion de los consumidores.

En Colombia de acuerdo a la resolucion 2115 del 22 de junio de 2007 articulo 5, se
establece que la concentracion maxima de Cu debe ser de 1 mg/L para agua potable (Doria
Argumedo & Deluque Viloria 2015); por esta razon es necesario llevar un control sobre este
metal, ya sea en el control de las descargas, en los procesos de tratamiento y/o en los distintos
efluentes. Una de las técnicas mas efectiva para este control es la espectroscopia de absorcion
atdmica de llama la cual es una técnica bien establecida, facil de usar y presenta buena deteccién

y niveles de cuantificacion.

El Laboratorio de aguas de la Universidad de Cérdoba y su grupo de investigacion
GIAMP requiere verificar si es posible bajo las condiciones de dicho laboratorio la validacion
para la determinacion de Cobre, mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atomica de
Ilama en agua potable, natural y residual, ya que se encuentra en un proceso de ampliacion de los

parametros acreditados ante el IDEAM, bajo la norma NTC-ISO/IEC 17025:2017. La




acreditacion significa que el sistema de calidad del laboratorio, su personal, sus instalaciones,

equipos, sus metodos de prueba, sus archivos y reportes han sido evaluados, y la evaluacién

indica que el laboratorio tiene la capacidad de proveer resultados confiables.

3.1

3.2

3 OBJETIVOS
GENERAL
> Validar el método analitico (3111-B del Standard Methods) para la determinacion
de cobre (Cu) por espectroscopia de absorcion atomica de llama en agua potable,

natural y residual en el laboratorio de aguas de la universidad de cérdoba.

ESPECIFICOS
> Determinar los pardmetros estadisticos del método aplicado como: limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad e intervalo lineal, precision

exactitud e incertidumbre.

> Realizar un analisis estadistico de los valores obtenidos durante la validacion:
desviacidn estandar, porcentaje de coeficiente de variacion, porcentaje de error y

porcentaje de recuperacion.

> Presentar un plan de validacién resumido y adaptado a los procedimientos del
Laboratorio de aguas de la Universidad de Cérdoba, que permita la

implementacién del método validado.

> Realizar un informe de validacion del método analitico estudiado y los resultados

obtenidos, incluyendo los atributos o caracteristicas de la metodologia analitica.




4 MARCO TEORICO
4.1 PARAMETROS DE VALIDACION
La validacion de un método de ensayo es un requisito primordial cuando se desea obtener
resultados técnicamente validos, exactos y confiables. Validar un método es basicamente el
proceso para definir un requisito analitico, y la confirmacion de que cuenta con capacidades
consistentes con las aplicaciones requeridas. Inherente a esto esta la necesidad de evaluar el

desempefio del método (IDEAM, 2018).

Los dos objetivos primordiales de una validacion son establecer un método y confirmar
su desempefio por medio de tratamientos estadisticos y apreciaciones cualitativas por parte del
laboratorio en general. La validacion proporciona garantia de confiabilidad en las mediciones

minimizando el namero de fallos y a su vez un ahorro de costos. (Magaly Quishpe, 2017)

Entre los pardmetros estadisticos que se evaluaron durante el desarrollo de esta validacion

con el fin de garantizar la calidad analitica del método se encuentran:

4.1.1 Limite de deteccion (LD)

Se entiende por limite de deteccion la minina cantidad de analito en la muestra que se
puede detectar, aunque no sea necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones
experimentales. Los valores por encima del LD pueden ser atribuidos a la presencia del analito y
los valores por debajo del LD son indicativos de la ausencia de analito en cantidades detectables

(IDEAM, 20086).

4.1.1.1 Limite de deteccion instrumental (LDI).
Concentracion de analito que produce una sefial superior a cinco veces la relacion

sefial/ruido del instrumento; se ha establecido en 1,645 veces el valor S de los andlisis de




blancos. Resulta muy Util para valorar la concentracion de analito o la cantidad de un extracto

necesaria para producir una sefial que permita calcular un LDM estimado (IDEAM, 2006).

4.1.1.2 Limite de deteccion del método (LDM).
Concentracion de analito que, cuando se procesa a través del método completo, produce

una sefial con una probabilidad del 99% de ser diferente del blanco. Para siete réplicas de la
muestra, la media debe ser 3,14*S veces superior al blanco, donde S es la desviacion estandar de

siete muestras (IDEAM, 2006).

4.1.1.3 Limite de cuantificacion (LC).
Es la minima cantidad de analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las
condiciones experimentales descritas con una adecuada precisién y exactitud (Montoya &

Castafio, 2005).

El Laboratorio de Aguas de la Universidad de Cérdoba adopta el limite de cuantificacion
como el primer punto de la curva de calibrado, debido a que es la menor cantidad que se puede

cuantificar con precisién y exactitud con un 95% de confianza.

4.1.2 Intervalo lineal
Intervalo de concentracion de analito sobre el cual el método produce resultados

proporcionales a la misma (IDEAM, 2006).

4.1.3 Intervalo de trabajo
El intervalo de trabajo es el intervalo en el cual el método proporciona resultados con una
incertidumbre aceptable. El extremo inferior del intervalo de trabajo esta determinado por el

limite de cuantificacion, LOQ. El extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por las




concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad analitica

(Eurolab Espafia, 2016)

4.1.4 Exactitud

Proximidad entre el valor medio obtenido de un conjunto de resultados y el valor de
referencia aceptado; normalmente se expresa en términos de error. Se tendran como referencia
los patrones preparados en el laboratorio, y por lo menos un patrén externo certificado. La
concentracion de estos patrones deberé estar localizada dentro del rango de aplicacion del

método (IDEAM, 2006).

4.1.5 Precision

Precision (precision de la medida) es una medida de cuén cerca estan los resultados entre
si. Por lo general, se expresa mediante parametros estadisticos que describen la propagacion de
los resultados, tipicamente la desviacion estandar (o desviacion estandar relativa), calculada a
partir de los resultados obtenidos mediante la realizacion de mediciones repetidas en un material
adecuado en condiciones especificas. La precision comprende la repetibilidad y la

reproducibilidad (UNODC, 2010).

4.1.5.1 Repetibilidad.

La repetibilidad, supone dar la mas pequefia variacion en los resultados, es una medida de
la variabilidad en los resultados cuando una medicién se lleva a cabo por un solo analista
trabajando bajo unas mismas condiciones (concentraciones, equipos, reactivos y materiales) en

un corto plazo de tiempo (Eurolab Espafia, 2016).




4.1.5.2 Reproducibilidad
Es una medida de la precision de los datos obtenidos entre dos 0 mas analistas y/o
laboratorios que utilizan el mismo método en similares condiciones por un tiempo determinado

(IDEAM, 20086).

4.2 INCERTIDUMBRE

La incertidumbre es un parametro asociado al resultado de una medida, que caracteriza la
dispersion de los valores que podrian razonablemente ser atribuidos al mensurando, el pardmetro
puede ser por ejemplo la desviacién estandar o un multiplo de ellos (Mensurando: concentracién

de un analito) (Eurolab Espafa, 2016).

En la practica, en quimica analitica es mas habitual considerar incertidumbres asociadas
con elementos del desempefio global del método, algunas fuentes de incertidumbre durante la
realizacion de la validacion son: muestreo, condiciones de almacenamiento, efectos
instrumentales, pureza de reactivos, condiciones de medida, efectos de la muestra, efectos

computacionales, correccién del blanco, efectos del operador y efectos aleatorios.

Despues de identificadas cada una de la fuentes de incertidumbre se procede a la
evaluacion de la incertidumbre asociada a cada una de estas fuentes, esto se puede hacer primero
en forma individual para luego combianarlas todas o se puede calcular directamente la
contribucion combinada a la incertidumbre de los resultados de algunas o todas estas fuentes,

usando datos del desempefio del método (Ellison & Williams, 2012).




4.2.1 Componentes de la incertidumbre

Al estimar la incertidumbre global, puede ser necesario tomar cada fuente de
incertidumbre y tratarla de forma separada para obtener la contribucion de esa fuente. Cada una
de las contribuciones separadas a la incertidumbre es un componente de la incertidumbre.
Cuando se expresa como desviacion estandar, un componente de la incertidumbre se conoce
como incertidumbre estandar. Si hay una correlacion entre algunos de los componentes entonces
esto tiene que tenerse en cuenta mediante la determinacion de la covarianza. Sin embargo, a
menudo es posible evaluar el efecto combinado de diversos componentes. Esto puede reducir el
esfuerzo global y, cuando los componentes cuyas contribuciones se evalGan conjuntamente estan
correlacionados, puede entonces que no sea necesario considerar la correlacion (EURACHEM,

2019).

Para un resultado de medida y, la incertidumbre total, expresada como incertidumbre
estandar combinada y anotada como Uc(y), es una desviacion estdndar estimada igual a la raiz
cuadrada positiva de la varianza total obtenida por combinacion de todos los componentes de la
incertidumbre, sin importar cdmo sea evaluada, utilizando la ley de propagacién de la
incertidumbre.

Para la mayor parte de los propoésitos en quimica analitica, se deberia utilizar la
incertidumbre expandida U. La incertidumbre expandida proporciona un intervalo en el que se
cree que esté el valor del mensurando con un mayor nivel de confianza. La U se obtiene
multiplicando Uc(y), la incertidumbre estandar combinada, por un factor de cobertura k. La
eleccion del factor k se basa en el nivel de confianza que se desea. Para un nivel aproximado de

confianza del 95%, k es habitualmente 2 (Eurolab Esparia, 2016).
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4.2.2 Tipos de incertidumbre
> Tipo A: componentes que pueden ser evaluados a partir de distribuciones
estadisticas de series de resultados que pueden caracterizarse por desviaciones estandar.
> Tipo B: pueden caracterizarse también por desviaciones estandar, pero se
evalUan a partir de distribuciones de probabilidad supuestas, basadas en la experiencia o

en otro tipo de informacion.(Pérez, 2012)

4.2.2.1 Incertidumbre combinada (A, B).

Se plantea cuando la magnitud a medir depende de otra o varias magnitudes, es decir,
medidas indirectas, por lo que la incertidumbre de la variable a medir depende de la de otro
parametro ya medido de forma directa o indirecta. Para que sea aplicable la teoria que va a
exponerse, es necesario que todas las medidas se realicen con las mismas condiciones, por lo que
debe utilizarse el mismo instrumento y escala para medir una magnitud dentro de todo el proceso
experimental, igualmente en lo posible mantener las condiciones ambientales, asi como cualquier

otro factor que pueda afectar la medicion (Maria Paula, 2008).

4.2.2.2 Incertidumbre Expandida (U).

Proporciona un intervalo en el cual el valor de la medida es determinado con un alto nivel
de confianza. (U) es obtenida por el producto entre la incertidumbre estandar combinada con un
factor de cobertura k.

El valor del factor de K esta basado en el nivel de confianza requerido. Para un nivel de
confianza aproximadamente del 95%, K es 2 (Miranda, 2010).

El factor de cobertura K, depende de nivel de confianza requerido. Para la mayoria de los

propdsitos se recomienda k igual a 2. Sin embargo, este valor puede ser insuficiente cuando la




incertidumbre combinada esta basada en observaciones estadisticas con pocos grados de libertad.

La escogencia de este factor depende del nimero de grados de libertad efectivos.

La incertidumbre combinada esta dada por la siguiente ecuacion:

o [ B e

Us=UxC (Ec.2)

Donde: Ua, Uy, Uc ... Un corresponden a la incertidumbre o tolerancia de cada una de las
fuentes involucradas en el calculo de la incertidumbre, a, b, ¢ ... n corresponden a las
magnitudes de dichas fuentes de incertidumbre y C; corresponden a la concentracion para la cual

se estd determinando la incertidumbre. (Guillén, 2012)
La incertidumbre expandida est4 dada por:
U=K=*U; (Ec.3)

Donde:
K: es el factor de cobertura

Uc: es la incertidumbre combinada.

4.2.3 Cuantificacion de los componentes de incertidumbre
Para convertir cada componente de la incertidumbre a su respectiva incertidumbre
estandar, u(x), se emplean los siguientes criterios para seleccionar el tipo de funcion de

distribucion que presenta el componente en cuestion (Tabla 1):

]
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Tabla 1 Funciones de Distribucion para célculo de Incertidumbre.

Distribucion Significado Se utiliza cuando Incertidumbre

Un certificado u otra

especificacion establece limites
Cada valor en el ) . )
(xa) sin especificar un nivel de

intervalo tiene la ) a
Rectangular N confianza, o cuando se haceun  u(x) =—= (Ec.4)
misma probabilidad _ V3
estimado en la forma de un
de suceder ) ) o
intervalo (xa) sin conocimiento
del tipo de distribucion.
La probabilidad de  Los valores cercanos a x son
; ocurrencia es mayor mas frecuentes que los cercanos a
Triangular o u(x) =— (Ec.5)
para valores en el a los limites (+a), o cuando se V6
centro del intervalo y hace una estimacion en la forma
menor hacia los de un intervalo (xa) descrito por
limites una distribucion simétrica.

u(x) =s (Ec.6)
Se obtiene un estimado por

observaciones repetidas.
) _ u(x) = s *u(x)
’ Se reporta una incertidumbre
Los datos varian o — 5 (ﬁ) (Ec.7)
) como desviacion estandar ~ T \5 '
aleatoriamente con _ .
Normal L relativa o coeficiente de
distribucion normal

variacion, sin que se especifigue u(x
de probabilidad q pectiid (x)

la distribucion. Se reportauna = x * CV /100 (Ec.8)
incertidumbre en la forma de un

. . : c
intervalo de confianza (c), sin u(x) = 3 (Ec.9)

Para un 95 0 99.7%

que se especifique la

distribucion.

Fuente. (Lemes, 2001).
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4.3 TECNICAY METODO DE ANALISIS DE COBRE (Cu) EN AGUA.

La espectroscopia de absorcion atdmica, es una técnica instrumental en la cual los &tomos
presentes en la llama absorben parte de la radiacion, por lo tanto, la sefial disminuye y ese dato es
lo que mide el detector, el cual posteriormente es transformado en una concentracion. De
acuerdo con la medicion de la cantidad de luz absorbida, se puede hacer una determinacién

cuantitativa de la cantidad de analito. El uso de fuentes de luz especiales y una cuidadosa

seleccidn de las longitudes de onda permiten determinar elementos especificos (Skoog, 2015).

Entre los métodos mas utilizados para la determinacion de cobre se encuentran la
espectroscopia de absorcion atdbmica de llama y la espectroscopia de absorcion atdbmica con
atomizacion electrotérmica. Para la realizacion de esta validacion el laboratorio de aguas de la
universidad de Cdrdoba decide trabajar con el primer método (llama), ya que con el segundo es
necesario mas tiempo para el analisis de cada elemento, ademas tiene un limite de deteccion muy
bajo, y la normatividad para agua permite valores relativamente altos para Cobre.

i—»,ﬁ\‘—»i—»ﬁ—»li

Llama

——/1 Combustible

Muestra de
analito

Figura 1 Experimento de absorcién atémica de llama. Fuente: Autor.




5 METODOLOGIA
La determinacion de Cobre (Cu) en agua potable, natural y residual, por espectroscopia
de absorcion atomica de Ilama, se realiz6 mediante el método 3111-B (Método de llama directa
Aire-Acetileno) establecido en el Standard Methods for Examination of Water and Wastewater,

2017.

5.1 RECURSOS

5.1.1 Equipos
> Espectrofotémetro de absorcion atdbmica Agilent Technologies 240 AA.
> Lampara de catodo hueco para Cu.
> Plancha de calentamiento.
> Extractor de Gases y Humos.
> Extractor de vapores del quemador.

5.1.2 Insumos y materiales

> Transferpipeta de 10 — 100 pL, clase A, de plastico, BRAND.

> Transferpipeta de 100 — 1000 uL, clase A, de plastico, BRAND.

> Balones volumétricos de 25+ 0.04 mL clase A, de vidrio, SCHOTT DURAN.

> Balones volumétricos de 50+ 0.06 mL clase A. de vidrio, SCHOTT DURAN.

> Balones volumétricos de 100+ 0.1 mL clase A. de vidrio, SCHOTT DURAN.

> Balones volumétricos de 1000+ 0.4 mL clase A. de vidrio, SCHOTT DURAN.

> Beaker de 100 mL, de Vidrio, SCHOTT DURAN.

]
131

—



> Papel filtro de 125 mm
> Frasco lavador

5.1.3 Reactivos

> Agua ultrapura.
> Acido nitrico, HNO3; al 65% grado ultrapuro. Merck, RL-19-8B-01.
> Solucién Patron. Merck de 1000 mg/L Cu

5.1.4 Elementos de seguridad

> Bata de laboratorio.
> Guantes de Nitrilo.
> Gafas de seguridad.
> Maéscara de proteccidn facial y/o respirador con filtros de vapores &cidos.

5.1.5 Muestras

Se emplearon muestras de agua natural, potable y residual. Las muestras se colectaron en
envases de plastico previamente enjuagados con &cido nitrico, de acuerdo al procedimiento para
lavado de material del laboratorio de aguas. Las muestras fueron preservadas con acido nitrico
concentrado hasta pH < 2 durante la toma y almacenadas en refrigeracion a una temperatura <

6°C, durante la ejecucion de los analisis.

Las muestras de agua potable fueron tomadas del grifo del laboratorio de aguas de la
universidad de Cérdoba, la muestra de agua residual fue tomada de las muestras de descarte del
laboratorio mencionado, procedente de la caja de registro de un taller mecanico ubicado en la

ciudad de monteria y la muestra natural fue tomada del Rio Sind.

]
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5.1.6 Interferenciasy limitaciones

Las siguientes son las interferencias que se pueden presentar en el andlisis de Cobre:

> Interfieren contenidos de Cromo (V1), Manganeso, Cobalto, Niquel, Zinc,
Cadmio, y Plomo superiores a 5,000 mg/L y de hierro superior a 1,000 mg/L,
igualmente altos contenidos de materia organica.

> Una solucidn de lantano de 5,000 mg/L preparada por disolucion de 6xido de
lantano en &cido clorhidrico diluido permite eliminar las interferencias debidas a

silice, fosforo, aluminio y hierro.

> Los solidos suspendidos que se presentan en muestras se deben eliminar por
filtracion.
> Se debe evitar la contaminacion por metales de los recipientes, tapas, agua

destilada, o de filtros de membrana, usando recipientes plasticos, tratados con
acido nitrico. EIl plomo es un contaminante presente en el aire y el polvo urbanos,

mantener las muestras tapadas.

> Se debe evitar la contaminacion con compuestos volatiles, polvo, hollin, y

aerosoles.
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5.2 PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
5.2.1 Preparacion de estandares (soluciones de trabajo y calibracion)

Las soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucion patréon de 1000 mg/L de
cobre; mediante dilucion con agua ultrapura en balones de 50 mL, para las soluciones de
calibracion la dilucion se realiza en balones de 25 mL. Los estandares para la curva de
calibracion no se sometieron a digestion. Las curvas se prepararon con 7 estandares hasta cubrir
el rango de linealidad de acuerdo a lo establecido en el Standard Methods. Los estandares de

trabajo y calibracidn para la validacion de cobre se preparan de la siguiente forma:

Estandar mg /L Cu Volumen de estandar patron a utilizar Aforo (mL)
0,200 500 pL de la solucion de 10 mg/L Cu 25
0,500 1250 pL de la solucién de 10 mg /L Cu 25
1,000 25 uL de la solucion de 1000 mg/L Cu 25
Calibracion 1,500 37,50 pL de la solucion de 1000 mg/L Cu 25
2,000 50 pL de la solucion de 1000 mg/L Cu 25
3,000 75 uL de la solucion de 1000 mg/L Cu 25
4,000 100 pL de la solucién de 1000 mg/L Cu 25
0,600 30 pL de una solucién de 1000 mg/L Cu 50
Trabajo 1,500 75 pL de la solucion de 1000 mg/L Cu 50
2,500 125 uL de la solucién de 1000 mg/L Cu 50

Tabla 2 Preparacion de estandares.

5.2.2 Preparacion de muestras
Cada muestra (natural, potable y residual) se digesto por quintuplicado, adicional a esto
se digesto un blanco que consiste en agua ultrapura, este procedimiento se realizé de la siguiente

manera:
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> Se tomaron 50 mL de muestra, y 50 mL de agua ultrapura para el blanco, se
transfirieron a un Erlenmeyer de 250 mL previamente marcado con el tipo de

muestra y blanco.

> A cada Erlenmeyer se le adiciono 2,5 mL de HNO3z concentrado y se inici6 el
proceso de digestion a una temperatura de 95°C en una plancha de calentamiento,
durante un promedio de dos horas hasta que quedo un residuo cercano a los 15 o

20 mL.

> El residuo se filtrd en un baldén de 50 mL aforado (se realizaron varios enjuagues

del Erlenmeyer con agua ultrapura) y se completé volumen con agua ultrapura.

La digestion de los estandares de trabajo se realizo siguiendo el mismo procedimiento,
(en este caso no fue necesario filtrar) el residuo se transfirié directamente a los balones de 50 mL

y se complet6 volumen con agua ultrapura.

5.2.3 Lecturaen el equipo
Para la realizacion de la lectura en el equipo se tuvo en cuenta las condiciones de trabajo

establecidas en el Standard Methods.

Tabla 3 Condiciones de trabajo para Cu

Condiciones de trabajo

Metal A, (nm) Llama Resolucion N° Re muestra  Ancho de ranura (nm)
Cobre 324,8  Aire-Acetileno Alta 3 0,5
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52.4 LDI
Para evaluar este parametro se analizaron una serie de 10 blancos (agua ultrapura), a los
resultados obtenidos se les calculo inicialmente la desviacidn estandar (S), luego se procedio a

calcular el limite de deteccion mediante la siguiente formula:
LDI =1,645+S (Ec.10)
El LDI es expresado en unidades de mg/L.

52.5 LDM

Para evaluar este parametro se analizaron 10 estandares diferentes cuya concentracion
debe ser tres veces menor que el limite de cuantificacion. A los resultados obtenidos se les
calculo el promedio y la desviacidn estandar (S), luego se procedio a calcular el LDM utilizando

la siguiente formula:
LDM = Cgp + t,_1 xS (Ec.11)
Donde:
Cep = Concentracion promedio Del estandar analizado
t = Distribucidon de student para un nivel de confianza del 95% con n-1 grados de libertad
n = Numero de replicas
S = Desviacion estandar en el analisis de las replicas.

52.6 LC
El limite de cuantificacion se tom6 como el primer punto de la curva de calibracion

(0,200 mg/L Cu)
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5.2.7 Linealidad e intervalo de trabajo

Para determinar la linealidad se analizaron los estandares preparados a partir de la
solucion patrén de 1000 mg/L Cu comprendidos en el intervalo de trabajo de 0,200 — 4,000 mg/L
Cu. Los estandares se analizaron por triplicado. Se procedio a realizar la grafica de concentracion

Vs absorbancia y se definio visualmente la linealidad de los estandares.

5.2.8 Exactitud

La exactitud se expresa en términos de porcentaje de error (%E) y/o como porcentaje de
recuperacion (%R). Para analizar este parametro como %E se analizaron 5 veces los estandares
correspondientes a los 3 niveles de concentracion: 0,600 mg /L Cu para el nivel bajo, 1,500 mg/L

Cu para nivel medio y 2,500 mg/L Cu para nivel alto, durante 3 dias distintos.

Para analizar la exactitud como %R se analizaron 5 veces, muestras de agua natural,

potable y residual sin dopar y dopadas a una concentracion de 1,000 mg/L Cu, durante 3 dias

distintos.
> La exactitud expresada como el porcentaje de error, se calcula por:
X; — X Valor medido — Valor esperado
%E = | x 100 = | x 100 (Ec.12)
X Valor esperado

> La exactitud expresada como porcentaje de recuperacion, se calcula por:

concentracion de analito hallado
%R=—><100=| , —— | X 100 (Ec.13)

concentracion de analito anadito

a
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5.2.9 Precision

La precision se establece en términos de repetibilidad y reproducibilidad, medidos en

funcion de 3 rangos de concentracion: 0,600 mg/L Cu (rango bajo), 1,500 mg/L Cu (rango

medio), 2,500 mg/L Cu (rango alto).

>

Repetibilidad: Se analizaron 5 veces cada una de las muestras (potable, natural y
residual) y los estandares correspondientes a los 3 niveles de concentracion que
cubren el intervalo lineal (bajo, medio y alto), estas muestras y estandares fueron
preparadas y analizadas bajo las mismas condiciones durante 1 dia, por un mismo

analista (1°analista).

Reproducibilidad: Se analizan 5 veces cada una de los estdndares
correspondientes a los 3 niveles de concentracion que cubren el intervalo lineal
(bajo, medio y alto), los cuales fueron preparados y analizados bajo las mismas

condiciones durante 1 dia, por un analista diferente (2° analista).
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5.2.10 Incertidumbre
Se establecieron todas las fuentes de incertidumbre usadas en todo el proceso de acuerdo

al diagrama de causa y efecto (Figura 2):

Curva de Dilucién Material de ref.

calibracién certificado
— Pureza de
Pendiente | —p Volumen estandar

del matraz +— | Diferencia
de T
Intercepto | —» Volumen de -
transferpipeta
«— | Calibracion
e — del matraz
calibracion de
transferpipeta | —
— mg/L Cu
Repetibilidad — Aforo de A
estindares \ %
Material
. - volumétrico
Reproducibilidad | — Estandares de
trabajo -
Estandares de
calibraciéon
Precisidn Preparacion

de estindares

Figura 2 Diagrama de causa y efecto. Fuente: Autor.
> Incertidumbre por el material de referencia certificado.

Se calculo con el valor de incertidumbre del material de referencia y se utiliza la

siguiente ecuacion:
UMRC = % (Ec.14)
Donde:

Mrc: Es la incertidumbre reportada por el material de referencia.

—
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> Incertidumbre debida a la dilucion.

Durante el proceso de dilucion se pueden identificar 2 fuentes de incertidumbre, las
cuales estan relacionadas con el aforo y la toma de la alicuota de la muestra. Por lo cual se hace
necesario realizar una combinacion de estas fuentes para hallar la incertidumbre asociada a la

dilucion de la muestra, pero antes se calcularon individualmente de la siguiente forma:

<> Incertidumbre por la variabilidad de la medicion

hrep = = (Ec.15)
Donde:
S: desviacion estandar de los datos.
n: Numero de replicas

<> Incertidumbre por la tolerancia del material volumétrico
i) = P22 (Ec. 16)
Donde:
Mmaterial: Incertidumbre reportada por el material volumétrico

X Incertidumbre por la diferencia de temperatura.

V*AT#2.1%10~%

Upr = = (Ec.17)

Donde:

V: Volumen del material.




AT: Diferencia de temperatura.

Finalmente, para el calculo de la incertidumbre por el factor de dilucion, se combinaron

las dos fuentes de incertidumbres anteriormente mencionadas por medio de la siguiente

ecuacion.
2 2 2
Hal _ HaT Htol _”rep)
Val \](Vl) t (Vl) +(V1 (EC' 18)
> Incertidumbre asociada a la curva de calibrado.

Esta incertidumbre se obtuvo por medio de la siguiente ecuacion:

Syx _ |11, (€0
5. —\/P+n+ s~ (Ec19)

Donde:

Sxy: desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal.
Bi1: Pendiente de la recta.

P: Numero de réplicas de la muestra de estudio.

n: numero de puntos en la curva de calibracion multiplicado por el nimero de réplicas de

cada punto (total de puntos).
C: Concentracion de masa en estudio
C: El promedio de las concentraciones calculadas de la solucion patron de referencia

Sxx: Suma de cuadrados de los residuales de la concentracién obtenida.




> Incertidumbre asociada a la repetibilidad de las muestras.

Esta incertidumbre se determind mediante el analisis de 5 muestras.

Sm
m =7 (Ec.20)

Con el célculo de la incertidumbre asociada a cada una de las fuentes sefialadas, se
calculd el cuadrado de las mismas, luego se calcul6 la incertidumbre total combinada y por

altimo se calculd la incertidumbre final expandida ( Burgos & Estrada, 2016).

5.3 PLAN DE ANALISIS DE RESULTADOS

Para realizar el andlisis de los resultados obtenidos se realizaron las siguientes pruebas:

5.3.1 Analisis de varianza ANOVA
El anélisis de varianza ANOVA es una herramienta basica para el estudio del efecto de
uno o mas factores sobre la media de una variable continua. Se emplea para comparar las medias

de dos 0 mas grupos (Bakieva, 2010).

5.3.2 Prueba de Colchram

El Test de la Q de Cochran es un test para comprobar la igualdad de varias muestras
relacionadas en una variable dicotomica. Es un test equivalente al test de McNemar pero para mas de
dos poblaciones.

El contraste de hipdtesis tiene como hipotesis nula la igualdad de proporciones y se tiene en

cuenta la siguiente tabla para hallar el valor de Grapias.
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Tabla 4 Prueba de Colchram Giapias

Prueba de homogeneidad de varianzas de Colchram
a=0,05 (95%)
N
6 7 8 9 | 10 | 11 | 17 | 37 | 145 | 1000
0,998 | 0,975 | 0,939 | 0,905 | 0,877 | 0,853 | 0,833 | 0,815 | 0,801 | 0,788 | 0,734 | 0,660 | 0,581 | 0,500
0,966 | 0,870 | 0,797 | 0,745 | 0,707 | 0,677 | 0,653 | 0,633 | 0,616 | 0,602 | 0,546 | 0,474 | 0,403 | 0,333
0,906 | 0,767 | 0,684 | 0,628 | 0,589 | 0,559 | 0,536 | 0,517 | 0,501 | 0,488 | 0,436 | 0,372 | 0,309 | 0,250
0,841 | 0,683 | 0,598 | 0,544 | 0,506 | 0,478 | 0,456 | 0,438 | 0,424 | 0,411 | 0,364 | 0,306 | 0,251 | 0,200
0,780 | 0,616 | 0,532 | 0,480 | 0,444 | 0,418 | 0,398 | 0,381 | 0,368 | 0,336 | 0,313 | 0,261 | 0,211 | 0,166
0,727 | 0,561 | 0,480 | 0,430 | 0,397 | 0,372 | 0,353 | 0,338 | 0,352 | 0,315 | 0,275 | 0,227 | 0,183 | 0,142
0,679 | 0,515 | 0,437 | 0,391 | 0,350 | 0,336 | 0,318 | 0,304 | 0,292 | 0,282 | 0,246 | 0,202 | 0,161 | 0,125
0,638 | 0,477 | 0,402 | 0,358 | 0,328 | 0,306 | 0,290 | 0,276 | 0,265 | 0,256 | 0,222 | 0,182 | 0,144 | 0,111
0,602 | 0,445 | 0,373 | 0,331 | 0,302 | 0,282 | 0,266 | 0,254 | 0,243 | 0,735 | 0,203 | 0,165 | 0,130 | 0,100
Fuente. (Serrano & Angel, 2019)
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5.3.3 Test de Durbin-Watson

El Test de Durbin-Watson permite evaluar si existe autocorrelacion en una Regresion
lineal, sea simple o multiple. Con ello se pretende ver si los valores presentan algun tipo de
dependencia en cuanto al orden de obtencion. Si fuera asi se estaria incumpliendo una de las
condiciones del modelo y cuando se incumplen las condiciones de un modelo de Regresion lineal
(normalidad, homogeneidad de varianzas, independencia de los datos) las estimaciones de los
parametros del modelo (los coeficientes del modelo) no tienen los criterios de calidad que se

suponen (Arranz & Zamora, 2015).

5.3.4 Prueba de Grubbs

La prueba de Grubbs se utiliza para detectar valores atipicos en un conjunto de datos
univariante y se basa en el supuesto de normalidad. Es decir, primero debe verificarse que sus
datos pueden aproximarse razonablemente a una distribucién normal antes de aplicar la prueba y

se tiene en cuenta la siguiente tabla para hallar el valor de Trapla
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Tabla 5 Prueba de Grubbs Tiapia

Trabla para prueba de Grubbs

N Rechazo datos N Rechazo datos N Rechazo datos n Rechazo datos
(95%) (95%) (95%) (95%)

3 1,15 13 2,33 23 2,62 60 3,03
4 1,46 14 2,37 24 2,64 100 3,21
5 1,67 15 2,41 25 2,66

6 1,82 16 2,44 26 2,67

7 1,94 17 2,47 27 2,69

8 2,03 18 2,5 28 2,71

9 2,11 19 2,53 29 2,72

10 2,18 20 2,56 30 2,74

11 2,24 21 2,58 40 2,87

12 2,29 22 2,6 50 2,96

Fuente. (Serrano & Angel, 2019)

5.3.5 Coeficiente de variacién

Es una medida de la variabilidad, también conocido como desviacion estandar relativa

mediciones.

S
%CV ==+100 (Ec.21)
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(DER), cuyas unidades se expresan en tanto por ciento, el %CV es un ejemplo del error relativo.

Para calcularla se utiliza la ecuacion, donde S es la desviacion estandar y X es el promedio de las




6 RESULTADOS Y ANALISIS
Los resultados obtenidos en cada pardmetro evaluado durando la validacién se describen

a continuacion:

6.1.1 Limite de deteccién y cuantificacion
> Para la determinacion del limite de deteccion instrumental (LDI) se analizaron 10
blancos independientes y se procedié a realizar el calculd de desviacién estandar
de las concentraciones para asi aplicar la ecuacion 10, obteniéndose los siguientes

resultados. (Tabla 9):

Tabla 6 Determinacion del limite de deteccién instrumental LDI

LDI (BK)
Absorbancia Concentracion (mg/L)

0,0002 0,018
0,0000 0.019
0,0001 0,018
0,0002 0,018
0,0002 0,018
0,0005 0.016
0,0004 0,016
0,0006 0,015
0,0006 0,015
0,0007 0,015

S 0,0013

LDI 0,002

> Para la determinacién del limite de deteccion del método (LDM) se tomé en

cuenta el control de calidad analitico del Standard Methods, el cual establece que
el limite de deteccion del método (LDM) debe ser 3 veces menor que el limite de

cuantificacion (LC), el cual como lo dice item 5.2.7 es el primer punto de la curva
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de calibracion. Se afiadio analito (Cu) al agua grado reactivo para obtener una
concentracion (CEb) proxima al LDM estimado. Se analizaron 10 estandares
independientes de 0,070 mg/L Cu, y se procedio a determinar el promedio y la
desviacion estandar de las concentraciones usando la ecuacion 11, obteniéndose

los siguientes resultados. (Tabla 10):

Tabla 7 Determinacidn del limite de deteccién del método LDM

LDM (0,07 mg/L Cu)

Absorbancia Concentracion (mg/L Cu)

0,0173 0,073
0,0162 0,068
0,0164 0,069
0,0165 0,069
0,0172 0,073
0,0158 0,065
0,0164 0,069
0,0162 0,068
0,0164 0,069
0,0164 0,069
S 0,0024
Promedio 0,069
LDM 0,076
> El limite de cuantificacion (LC), se tom6 como el primer punto de la curva de

calibracion, obteniéndose el LC de 0,200 mg/L Cu, debido a que es la menor

cantidad de analito que se puede cuantificar con una mayor precision y exactitud.
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6.1.2 Linealidad e intervalo de trabajo

Como se describe en el item 5.2.4 la linealidad y el intervalo de trabajo se defini6 desde
0,200 a 4,000 mg/L Cu. Los estandares fueron analizados por triplicado y se procedié a graficar
las curvas de Concentracion vs. Absorbancia (Ver anexo A), de estas 3 curvas se realiz6 un
promedio de las concentraciones y se realizé una curva la cual representa la linealidad del

sistema.

Tabla 8 Datos para la curva de calibrado de Cu.

J
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R2=0,9994
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Figura 3 Curva de calibrado de Cu
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La figura 2 representa un modelo lineal de la forma Y= a + b*X que describe la relacion

entre la Absorbancia y Concentracién, donde:
a=-0,0007
b= 10,1303
Obteniendose la ecuacion del modelo ajustado:
Y = 0.1303 * X — 0,0007 (Ec.22)

El coeficiente de correlacion r es igual a 0,9997, indicando una relacion relativamente
fuerte entre las variables. El coeficiente de determinacion r? es igual a 0,9994, indicando que el

modelo ajustado explica 99,94% de la variabilidad en Absorbancia.

Para comprobar la relacion estadistica entre la concentracion y la absorbancia se realiza

un analisis de varianza ANOVA, el cual nos arroja los siguientes datos. (Tabla 7):

Tabla 9 Analisis de varianza ANOVA

Valor
Origendelas Sumade Gradosde Promediode Probabilidad  critico
variaciones cuadrados libertad loscuadrados F Valor-P para F
Entre grupos 8,0495 1 8,0495 8,4225 0,0133 4,7472
Dentro de los
grupos 11,4686 12 0,9557
Total 19,5181 13

Puesto que el valor-P (0.0133) en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracion con un nivel de confianza del
95,0%. Adicionalmente se realiz6 una prueba de Colchram obteniéndose los siguientes

resultados (Tabla 8):

—
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Tabla 10 Test de Colchram

Gexp Gtabla

T Ichram
est de Colchra 0718 0561

Como se puede observar el Granlas<Gexp, por lo tanto, no se encuentra homogeneidad entre
las varianzas, esto se debe a que el supuesto de homogeneidad establece que los grupos con
tamafos muestrales pequefios son los que presenta mayor varianza, en este caso el tamafio
muestral es de tres a lo que se le atribuye este resultado.

Gréfico de Residuos
Absorbancia =-0,000711578 + 0,130269*Concentracion

g [T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o L _
g b -
N - E
= i _
(]
© - .
= o o o
2 of =
LIJ - =} =} i
o | o i
=]
o L 4
T 4 —
04 L _
8 =, 1 1 1 1
0 1 2 3 4

Concentracion

Figura 4 Grafica de Residuos Vs. Concentracion

La figura 3 despliega los residuos versus los valores de Concentracion. Cualquier patron
no aleatorio indicaria que el modelo seleccionado no es adecuado para describir los datos
observados, para este caso se encontro que el grafico no refleja tendencia alguna, y se distribuye
aleatoriamente con un error absoluto medio (MAE) de 0,00355 que corresponde al valor

promedio de los residuos.




Se aplica la prueba de Durbin-Watson (DW) la cual examina los residuos para determinar
si hay alguna correlacion significativa, arrojando un valor P= 0,1041. Puesto que el valor-P es
mayor que 0,05, no hay indicacion de una autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de
confianza del 95,00%.

6.1.3 Exactitud
> % Error: Para determinar la exactitud como porcentaje de error se analizaron
tres estandares a los niveles de concentracién bajo, medio y alto, como se
establece en el item 5.2.8 y se expresaron en % error utilizando la ecuacion 12
(Ver anexo B-1), los datos obtenidos se promediaron y arrojaron los siguientes

resultados. (Tabla 11):

Tabla 11 Determinacién del porcentaje de error

Estandar bajo  Estandar medio  Estandar alto

Concentracion (0,6 mg/L Cu)  (1,5mg/L Cu) (2,5 mg/L Cu)

0,501 1,546 2.489
(Fr,';g/r:]‘egi“o) 0,590 1,552 2 562

0,582 1,532 2472
% Error 2,02 2,87 0,30

Como se puede observar los % de error no sobrepasan el 10%, el cual es el valor maximo

aceptado por la AOAC.

> % Recuperacion: Para determinar la exactitud como porcentaje de recuperacion
se analizaron muestras de agua natural, potable y residual, dopadas y sin dopar
como se establece en el item 5.2.8, los resultados se expresaron en %
recuperacion utilizando la ecuacion 13 (Ver anexo B-2), los datos obtenidos se

promediaron y arrojaron los siguientes resultados (Tabla 12):
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Tabla 12 Determinacién del porcentaje de recuperacion

Concentracion de Potable Natural Residual
adicionado (mg/L Cu) dopada dopada dopada
83,599% 95,696% 84,648%
1 84,351% 95,869% 83,568%
79,202% 95,352% 83,959%

Promedio de %R 82,38 95,64 84,06

Como se puede observar los mejores % de recuperacion se obtuvieron para la muestra
natural y residual respectivamente. En conjunto los % de recuperacion de cada una de las
muestras de agua, se encuentran dentro de los valores establecidos por la AOAC (80% - 110%).
A estos datos se les aplico un test de rechazo para descartar los datos anémalos, utilizando el

contraste de Grubbs, arrojando los siguientes resultados (Tabla 13):

Tabla 13 Test de rechazo para % de recuperacion

Contraste de Grubbs Potable Natural Residual

T (tabla n:15. 0=0,05) 2,41 2,41 2,41
T (valor minimo) 1,34 2,05 1,84
T (valor maximo) 2,23 1,79 1,15

De acuerdo a la tabla 13, los valores de T minimo y T maximo que se reportan para cada
rango de concentracion no sobrepasan el T de tabla, por lo tanto, se cumple que T calculado < T

tablas y se acepta la hipotesis nula (Ho): No se evidencian datos atipicos en la muestra.

6.1.4 Precision
> Repetibilidad: para determinar la repetibilidad se analizaron 5 veces las muestras
(potable, natural y residual) y los estandares (bajo, medio y alto), como se

establece en el item 5.2.9, los datos obtenidos (Ver anexo C-1) fueron
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promediados y se expresaron en porcentaje de coeficiente de variacion mediante

la ecuacion 21, obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 14 y 15):

Tabla 14 Repetibilidad de estandares

Tabla 15 Repetibilidad de muestras

Como se puede observar en las tablas 14 y 15 los coeficientes de variacion de todos los
estandares (bajo, medio y alto) y las muestras (potable, natural y residual), se encuentran por
debajo de los limites establecidos por la AOAC 2016 la cual establece que para un nivel de
concentracion proximo a 10 mg/L se acepta como coeficiente de variacion un valor de 11%, se tiene
en cuenta que ninguna de las concentraciones de los estandares o muestras supera la concentracion de
3,000 mg/L, por lo cual se comprueba que los % de coeficiente de variacion se encuentran en un
rango aceptable. Adicionalmente se cumple el requisito establecido por el IDEAM en el que se

establece que los % de coeficiente de variacion para precisién deben ser menores al 10%. A estos




datos se les aplico un test de rechazo para descartar los datos anémalos, utilizando el contraste de

Grubbs, arrojando los siguientes resultados (Tabla 16 Y 17):

Tabla 16 Test de rechazo para repetibilidad de estandares

Contrastes de Estandar bajo Estandar medio Estandar alto
Grubbs (0,6 mg/L Cu) (1,5mg/L Cu) (2,5 mg/L Cu)
T (tabla n:15.
2,41 2,41 2,41
a=0,05) ' ’ ’
T (valor minimo) 1,40 1,48 1,12
T (valor maximo) 1,33 1,71 1,75

Tabla 17 Test de rechazo para repetibilidad de muestras

Contraste de Grubbs Potable Natural Residual

T (tabla n:15. a=0,05) 2,41 2,41 2,41
T (valor minimo) 1,69 1,45 1,53
T (valor maximo) 1,27 1,55 1,58

De acuerdo a la tabla 16 y 17, los valores de T minimo y T maximo que se reportan para cada
rango de concentracion no sobrepasan el T de tabla, por lo tanto, se cumple que T calculado < T

tablas y se acepta la hip6tesis nula (Ho): No se evidencian datos atipicos en la muestra

> Reproducibilidad: Se analizan 5 veces los estandares (bajo, medio y alto) como
se establece en el item 5.2.9, preparados y analizados bajo las mismas condiciones
durante 1 dia, por un analista diferente (2° analista), los valores obtenidos se
promedian con los datos del 1° analista (Ver anexo C-2) y los resultados se
expresaron en porcentaje de coeficiente de variacion (%CV), obteniéndose los

siguientes resultados (Tabla 18):
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Tabla 18 Reproducibilidad

Los coeficientes de variacion de todos los estandares (bajo, medio y alto), se encuentran
por debajo de los limites establecidos por la AOAC correspondinte al 11% y por el IDEAM
correspondinte al 10%. A estos datos se les aplico un test de rechazo para descartar los datos

anomalos, utilizando el contraste de Grubbs, arrojando los siguientes resultados (Tabla 19):

Tabla 19 Test de rechazo para reproducibilidad

De acuerdo a la tabla 19, los valores de T minimo y T maximo que se reportan para cada
rango de concentracion no sobrepasan el T de tabla, por lo tanto, se cumple que T calculado < T

tablas y se acepta la hipotesis nula (Ho): No se evidencian datos atipicos en la muestra.




6.1.5 Incertidumbre

Se establecieron todas las fuentes que contribuyeron a la incertidumbre del método como

se establece en el item 5.2.10, estas fuentes se calcularon a partir de cuatro niveles de

concentracion: muy bajo (0,070 mg/L Cu), bajo (0,600 mg/L Cu), medio (1,500 mg/L Cu) y alto

(2,500 mg/L Cu), correspondientes a los valores de LDM y rangos de trabajo. El calculo de

incertidumbre se realiz6 mediante el programa Microsoft Excel (Ver anexo D), obteniéndose los

siguientes resultados (figura 4,5,6 y 7), los cuales fueron expresados en porcentaje mediante

gréaficos circulares para una mejor comprension:

ncertidumt | combir ara nivel muy | j 0,070 mg/
u)
-— . Incertidumbre final expandida
0,070 + 0,003 mg/L. Cu

M |ER Preparacion estandar de

curva de calibrado

M |ER Patron concentrado

B ER preparacion estandar

muy bajo

)
o.

M IER Medicion aforo

solucion digestion

i IER Medicion muestra

1N

H Repetibilidad

Figura 5 Incertidumbre total combinada para estandar muy bajo
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J

Incertidumbre total combina ivel: bajo (0,6 /- Cu

0 -19 Incertidumbre final expandida

0,600 + 0,102 mg/L Cu

de curva de calibrado

M| |ER Patron concentrado

W IER Preparacion estandar | - -

bajo

HIER Medicion aforo

solucion digestion

4|ER Medicién muestra

B Reproducibilidad

H Repetibilidad

M Curva de calibrado

Figura 6 Incertidumbre total combinada para estandar bajo

M |[ER Preparacion estandar f -

<

umbre tot binada ivel medio (1,50 /L-Cu)

Incertidumbre final expandida

1,500 + 0,108 mg/L Cu

1
o

=

H |ER Preparacion estandar

de curva de calibrado
M| IER Patron concentrado

B IER Preparacion estandar
medio

mIER Medicidn aforo
solucion digestion

IIER Medicion muestra

B Reproducibilidad

H Repetibilidad

H Curva de calibrado

Figura 7 Incertidumbre total combinada para estandar medio.
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Incertidumbre final expandida
2,500 £ 0,117 mg/L Cu

=
L

3%

(SN
N

o

M |ER Preparacion estandar |-

de curva de calibrado
M |ER Patron concentrado

W ER Preparacion estandar f -

alto
®IER Medicion aforo

solucion digestion
4IER Medicion muestra
E Reproducibilidad
® Repetibilidad

H Curva de calibrado

Figura 8 Incertidumbre total combinada para estandar alto

De acuerdo a los graficos se puede determinar que las fuentes que mas aportaron

incertidumbre son la curva de calibrado y la preparacion de los estandares de dicha curva

respectivamente, esto se atribuye a que las mediciones de la curvay la preparacion de los

estandares son realizadas durante tres dias distintos y las condiciones del laboratorio pueden
variar, asi como también se debe tener en cuenta que para estandares de concentraciones muy

bajos se hace necesario emplear dilucidn en su preparacién, lo que puede generar un significativo

aporte de incertidumbre a las fuentes mencionadas.
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La técnica de Espectroscopia de absorcion atdbmica por el método 3111-B del Standard
Methods (Ilama directa Aire-Acetileno) utilizado para la determinacion de Cobre, arroja
resultados favorables para ser aplicado en el laboratorio de aguas de la Universidad de Cordoba,
ya que cumple todos los requerimientos establecidos en la norma NTC-ISO/IEC 17025:2017,
tambien se tiene en cuenta que este método posee atributos favorables con respecto a otros como
lo son: manejo del equipo mas sencillo, costo de analisis relativamente bajo, volumenes

pequefios de muestra y tiempo de analisis corto.

Para la implementacion del método 3111-B del Standard Methods en futuros andlisis de

Cobre se debe tener en cuenta ciertas recomendaciones como:

» Calentar la lampara de Cu por un periodo de 10 minutos aproximadamente antes de ser
utilizada, ya que esto permite un 6ptimo funcionamiento y estabilidad.

» Utilizar agua desionizada en todo el desarrollo del método ya que permite una sefial mas
clara del analito previniendo errores producidos por interferencias.

» El material requerido se debe lavar siguiendo el manual de lavado para metales
establecido por el laboratorio de aguas de la Universidad de Cérdoba, el cual indica que
este debe dejarse en Extran y solucion de Acido Nitrico al 5 % por un periodo de 30
minutos respectivamente, para luego ser enjuagado con agua desionizada y
posteriormente dejar secar a temperatura ambiente. En lo posible se recomienda que
durante la realizacion del andlisis de Cobre el material no sea utilizado para otros analisis
de metales, ya que el Cobre presenta mucha interferencia con otros metales como Cr, Mn,

Fe, Cdy Pb.
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7 CONCLUSIONES
Se comprueba la linealidad del método para el analisis de Cobre (Cu) en agua potable,
natural y residual en el intervalo de trabajo de (0,200 — 4,000 mg/L Cu, asimismo, se determino

que el limite de deteccion del método fue de 0,076 mg/L Cu.

La precision del método expresada como coeficiente de variacion arrojo resultados que se
encuentran dentro del rango aceptado por la AOAC, correspondiente al 11% y de los permitidos
por el IDEAM, el cual establece que debe ser menor del 10%, por lo que se concluye que el

método aplicado es preciso.

La exactitud del método cumple con los requisitos establecidos por la AOAC (%E
inferior al 10% y %R entre 80-110%), de lo cual se infiere que el método es exacto, ya que los

resultados tienen un alto grado de proximidad al valor verdadero.

Las fuentes que mas aportaron incertidumbre al método son la curva de calibrado y la

preparacion de los estandares de dicha curva.

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo comprobar que el laboratorio de aguas de
la universidad de Cérdoba puede aplicar el método de espectroscopia de absorcidn atomica de
Ilama (3111-B del Standard Methods) para la determinacién de Cobre (Cu) en agua potable,
natural y residual, ya que se confirma mediante evidencias concisas que se cumplen los requisitos
exigidos por el IDEAM para la acreditacion de laboratorios de ensayo y calibracion, bajo la

norma internacional NTC-1SO/IEC 17025:2017.
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9 ANEXOS

9.1 Curvas de calibracion

Tabla 20 Curva 1 Cu
CurvalCu
CurvalCu
< AbS y =0,1278x - 0,0051
0,200 0,0216 R* = 0,9985
0,500 0,0626
1,000 0,1237
1,500 0,1888
2,000 0,2417
3,000 0,3692
4,000 0,5155
Bk 0,0000
Figura 9 CurvalCu
Tabla 21 Curva 2 Cu
Curva 2 Cu
Curva 2 Cu
C A
0,200 0,0292 y=0,1307x - 0,0011
' ' R? = 0,999
0,500 0,0655
1,000 0,1327
1,500 0,1913
2,000 0,2493
3,000 0,3939
4,000 0,5257
Bk 0,0003

Figura 10 Curva 2 Cu




Tabla 22 Curva 3 Cu

Curva 3 Cu

Curva 3 Cu
C A

y=0,1323x + 0,004
0,2 0,0319 R? = 0,9984
0,5 0,0731
1 0,1355
15 0,1936
2 0,2782
3 0,3907
4 0,5391
Bk -0,0006

Figura 11 Curva 3 Cu

9.2 Exactitud

Tabla 23 Anexo de exactitud (%E)

C C C
C equipo A %error | C  equipo A %error = C  equipo A %error
0,600 0588 00745 1,99 1500 1,545 0,1968 3,00 2,500 2494 03181 0,23

dia 0,600 0592 00750 1,34 1500 1,544 01967 2,95 2500 2482 03166 0,70
0,600 0590 00747 1,73 1500 1,546 01969 3,05 2500 2481 03164 0,77

0,600 0591 00749 147 1500 1,547 01971 316 2500 2489 03174 045

0,600 0593 00751 121 1500 1,547 0,970 310 2500 2,498 0,3186 0,08

. 0,600 0588 00758 1,94 1,500 1,559 0,027 395 2500 2580 03361 3,20
A”all'Sta ~ |0600 0591 00762 143 1500 1,558 0,025 3,85 2,500 2,559 0,3333 2,34
d;a 0,600 0587 00756 219 1500 1,548 02012 319 2500 2563 03339 252
0,600 0591 00761 156 1500 1,542 02005 2,83 2500 2542 03312 1,70

0,600 0591 00761 156 15500 1,551 02016 3239 2500 2565 03341 2,59

0,600 0584 00812 275 1500 1,534 02069 2,24 2500 2475 03314 1,01
0600 0583 00811 2,87 1500 1531 02066 209 2500 2474 03313 1,04

d;a 0,600 0584 00812 275 1,500 1,533 02068 219 2500 2461 03296 156

0,600 0583 0,0811 287 1500 1529 02063 194 2500 2475 03314 1,01
0,600 05584 0,0813 262 1500 1532 0,2067 2,14 2500 2474 03313 1,04

0,600 0619 0,1220 3,14 1,500 1,502 0,2880 0,14 2500 2511 04776 0,44
0,600 0625 01231 4,11 1500 1495 10,2866 0,36 2,500 2,524 0,4801 0,97

Analista | dia | o0y 0630 01241 500 1500 1509 02893 060 2500 2523 04799 093

2 4 0,600 0,630 10,1237 464 1500 1,49 0,2868 0,29 2500 2,535 10,4821 1,39
0,600 0,632 0,244 526 1500 1,494 10,2865 0,39 2500 2,545 0,4840 1,80

Promedio

Analista 1 0,600 | 0,588 | 0,0773 1,500 | 1,543 | 0,2018 2,500 2,507 | 0,3274

Promedio

Analista 2 0,600 | 0,627 | 0,1235 1,500 | 1,499 | 0,2874 2,500 | 2,528 | 0,4807




Tabla 24 Anexo de exactitud (%R)




9.3 Precision

Tabla 25 Anexo de precision (repetibilidad-rangos)

Tabla 26 Anexo de precision (repetibilidad-muestras)

0,066 0,014 1,894
0,065 0,014 1,895
0,065 0,014 1,868
0,064 0,014 1,843
0,067 0,015 1,865
0,067 0,015 1,844
0,065 0,016 1,921
0,061 0,015 1,914
0,067 0,017 1,904
0,066 0,016 1,859
0,063 0,016 1,900
0,064 0,014 1,891
0,065 0,015 1,862
0,063 0,017 1,900
0,061 0,015 1,864
0,065 0,015 1,882
0,001 0,001 0,006

1,55 4,92 0,34




Tabla 27 Anexo de precision (reproducibilidad)

Concentracion Rango bajo (0,600 Rango medio (1,500 Rango alto (2,500

mg/L Cu) mg/L Cu) mg/L Cu)
Promedio Analista 1 0,588 1,543 2,507
Promedio Analista 2 0,627 1,499 2,528
X 0,598 1,532 2,512
S 0,017 0,020 0,035
%CV 2,84 1,33 1,39

9.4 Incertidumbre

Tabla 28 Incertidumbre final para nivel muy bajo

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

Nivel muy bajo (0,070 mg/L Cu) ‘ Cuadrado | Fuente

1,13E-02 1,28E-04 IER Preparacion estandar de curva de calibrado
2,50E-03 6,25E-06 IER Patron concentrado

2,46E-06 6,04E-12 IER preparacion estdndar muy bajo
8,35E-04 6,97E-07 IER Medicién aforo solucion digestion
4,15E-03 1,72E-05 IER Medicién muestra

1,55E-02 2,42E-04 Repetibilidad

Sumatoria 3,94E-04

Raiz 1,99E-02

INCERTIDUMBRE FINAL EXP 0,070

2,8E-03 0,003

El valor es reportado como
0,070

I+

0,003 mg/L Cu




Tabla 29 Incertidumbre final para nivel bajo

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

Nivel bajo (0,600 mg/L Cu) Cuadrado | Fuente

1,13E-02 1,28E-04 IER Preparacion estandar de curva de calibrado
2,50E-03 6,25E-06 IER Patron concentrado

8,93E-06 7,98E-11 IER Preparacion estandar bajo
8,81E-04 7,76E-07 IER Medicién aforo solucion digestion
4,15E-03 1,72E-05 IER Medicién muestra

6,60E-03 4,35E-05 Reproducibilidad

1,43E-03 2,04E-06 Repetibilidad

8,41E-02 7,07E-03 Curva de calibrado

Sumatoria 7,26E-03

Raiz 8,52E-02

INCERTIDUMBRE FINAL EXP 0,600

1,0E-01 0,102

El valor es reportado como
0,600

I+

0,102 mg/L Cu

Tabla 30 Incertidumbre final para nivel medio

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

Nivel medio (1,500 mg/L Cu) Cuadrado | Fuente

1,13E-02 1,28E-04 IER Preparacion estandar de curva de calibrado
2,50E-03 6,25E-06 IER Patrén concentrado

3,82E-06 1,46E-11 IER Preparacion estandar medio
8,81E-04 7,76E-07 IER Medicién aforo solucion digestion
4,15E-03 1,72E-05 IER Medicién muestra

3,24E-03 1,23E-04 Reproducibilidad

4,35E-04 1,90E-07 Repetibilidad

3,21E-02 1,03E-03 Curva de calibrado

Sumatoria 1,31E-03

Raiz 3,61E-02

INCERTIDUMBRE FINAL EXP 1,5

1,1E-01 0,108

El valor es reportado como
1,500

I+

0,108 mg/L Cu
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Tabla 31 Incertidumbre final para nivel alto

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

nivel alto (2,500 mg/L Cu) Cuadrado | Fuente

1,13E-02 1,28E-04 IER preparacion estandar de curva de calibrado
2,50E-03 6,25E-06 IER Patrén concentrado

3,06E-06 9,37E-12 IER preparacion estandar alto
8,81E-04 7,76E-07 IER Medicién aforo solucién digestion
4,15E-03 1,72E-05 IER Medicién muestra

3,30E-03 1,09E-05 Reproducibilidad

1,33E-03 1,76E-06 Repetibilidad

1,96E-02 3,86E-04 curva de calibrado

Sumatoria 5,51E-04

Raiz 2,35E-02

INCERTIDUMBRE FINAL EXP 2,5

1,2E-01 0,117

El valor es reportado como
2,500

I+

0,117 mg/L Cu
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9.5 Plan de validacion

Tabla 32 Plan de validacion

PARAMETRO: Metales pesados (CU)

METODO: Absorcion atomica

UNIDADES: mg/L

MATRICES DE Agua natural, agua residual y potable

MUESTRAS:

VARIABLES A LDI, LDM, exactitud, repetibilidad y reproducibilidad
CUANTIFICAR: entre analistas y dias, recuperacion, lectura directa y

proceso de digestion.

MATERIALES DE
REFERENCIA:

Soluciones patron del metal de 1000 mg/L, que sean MR
trazable a NIST o PTB. Alternativamente puede usarse
una sal del metal o metal purificado que MR trazable a
NIST o PTB. Con esta sustancia se prepara la solucion
concentrada de 1000 mg/L.

ENSAYOS A REALIZAR:

Observaciones

Para los intervalos de trabajo y linea, tener en cuenta la
experiencia previa y el tipo de método a validar. Cada
método (segun sea absorcion o emisidn y segun el tipo
de llama) se debe validar por separado.

LDI

Preparar y leer 10 blancos, previa calibracion (leidos en
concentracion). Calcular la desviacion estandar de los
blancos s y calcular el LDI= 1,645 s.

LDM lectura

Preparar un estandar de concentracion 4 veces el LDI.
Leer 10 alicuotas del estandar, previa calibracion (leidos
en concentracion). Calcular el promedio Ceg y la
desviacion estandar, s. calcular LDM= Cgg + th.1 X S

LDM

Preparar un estandar de concentracion = LDM de
lectura. Analizar (digerir y leer) 10 alicuotas del
estandar, previa calibracion (leidos en concentracién)
calcular el promedio Ceg y la desviacion estandar, s.
calcular LDM= Ceg + th.1X S

INTERVALO DE TRABAJO

Preparar y analizar una vez estandares del intervalo de
trabajo actual predispuesto en la prevalidacion y
teniendo en cuenta los resultados de muestras tipicas del
laboratorio. Graficar absorbancia vs concentracion y
evaluar visualmente el intervalo lineal aproximado.

INTERVALO LINEAL

Preparar y analizar blanco y seis 0 mas estandares de
diferentes concentraciones dentro del intervalo lineal.
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Graficar absorbancia vs concentracion y evaluar
visualmente si hay puntos que puedan excluirse de la
regresion (tendencia a curvatura en el extremo superior).
Si se elimina un punto preparar y analizar un estandar
que este en la mitad entre este y el ultimo aceptado.
Repetir examen visual, calcular la regresion lineal y
graficar la linea recta; debe obtenerse una distribucion
aleatoria de puntos alrededor de la linea recta.

EXACTITUD Se prepararon y analizaron 5 veces estandares que
cubren los tres niveles de concentracion: bajo, medio y
alto para cada metal, a partir de una solucion patron de
1000 mg/L, durante 3 dias distintos.

MATRIZ Se analizan 5 veces muestra de aguas naturales, potable

y residuales.

Almacenar en cuarto frio todas las muestras desde el
primer dia. Se preservan llevandolas a pH cercano a 2
mediante HNO:s.

Analizar (digerir y leer) cada muestra por quintuplicado
por dia.

RECUPERACION

A cada muestra adicionar una cantidad conocida de
solucion concentrada de metal que se puedan analizar
sin necesidad de dilucion. Analizar (digerir y leer) 5
alicuotas de cada adicionado por dia.

PRECISION: repetibilidad

Analizar soluciones, muestras 5 veces en un mismo dia.

PRECISION:
reproducibilidad

Entre dias: hacer las mismas mediciones de repetibilidad
durante 3 dias.

Entre analistas: Realizar los mismos ensayos de
repetibilidad con 1 analista diferente durante 1 dia; pero
solo para los estandares.
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