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“\VALIDACION DE UN METODO PARA ANALISIS DE ARSENICO
EN AGUA POTABLE POR ABSORCION ATOMICA MEDIANTE
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UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO.
FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS
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RESUMEN

Se validé un método para determinacion de arsénico en agua potable por la
metodologia de absorcion atdbmica con generadores de hidruros; la validacion
comienza desde la calibracion del equipo alineando el haz de luz de la lampara
en la celda de cuarzo. El reactivo clave para la determinacion es el borohidruro
de sodio que permite la reduccién de As® a As® para mejorar la deteccién, la
reaccion debe darse en un medio acido por lo que se inyecta acido HCI 3M al
generador de hidruros. Es necesario revisar la presion de los gases acetileno
que este la llama a unos 200°C y el gas inerte argbn que esté a unos 2 L/min;
la longitud de onda a la que se mide es de 193,7 nm con una potencia en la
lampara de 8,0 mA. La preparacion de los estandares se realiz6 a partir de un
patrén puro de As disuelto en HNO3 de concentracién 1000 mg/L con 100% de

pureza, realizando las respectivas diluciones desde 4 ppb hasta 60 ppb.

Se aplicé un disefio experimental no probabilistico, empleando la muestra de
referencia CRM de la empresa ERA con 9,78 ppb de concentracion certificada
y el protocolo sefalado por el fabricante del equipo. Se determind los
parametros de validacion obteniendo resultados estadisticos favorables de
linealidad con un coeficiente de correlacion de 0,9997, un error en la
calibracion de 0,00247, incertidumbre de calibracion de 0,35, incertidumbre
expandida de 18,63%. Los resultados del limite de deteccion son de 4,49 ppb,
el limite de cuantificacion de 5,244 ppb, el porcentaje de coeficiente de
variacion de repetibilidad promedio es de 2,65%, el porcentaje de coeficiente
de variacion de reproducibilidad es de 2,69%, la exactitud se determiné con la
muestra de referencia (MCR) con el sesgo y una prueba de t de student de dos
colas se concluydé que no existe una diferencia significativa entre la lectura en

el equipo y la concentracion certificada por el MCR. Con la determinacién de la

vi



certidumbre se puede concluir que el método esta validado con una

incertidumbre expandida de +18,63%.

El andlisis de varianza basado en la prueba ANOVA de Fisher demostré que

todos los datos estan dentro del limite de aceptacion.

Palabras claves: coeficiente de correlaciéon y determinacion, ANOVA,

linealidad, exactitud, incertidumbre, MCR.
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CAPITULO |

El PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1Tema de Investigacion

“Validacion de un meétodo para analisis de arsénico en agua potable por

absorcion atdbmica mediante generacion de hidruros”

1.2Planteamiento del problema

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar
que los resultados entregados por dicho método son confiables. Cuando se
realiza la validacion de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es
poder determinar con fundamento estadistico que el método es adecuado para

los fines previstos. (Duffau, 2010).

El arsénico es un elemento que se encuentra distribuido ampliamente en la
naturaleza, en formas organicas e inorganicas cuyos efectos en la salud en el
caso de una exposicion cronica al agua de bebida con elevadas

concentraciones de arsénico inorganico, pueden ser multiples.

1.2.1 Contextualizacién

1.2.1.1 Macro:

La contaminacién natural con arsénico es un motivo de preocupacion en
diversos paises, como: Argentina, Bangladesh, Camboya, Chile, China,
Estados Unidos, Hungria, México, Rumania, Tailandia y Vietnam. (Castro,
2011).



En otras regiones del mundo como India, Bangladesh, China y Taiwan el
problema es aun mayor. De acuerdo con la informacion obtenida, en India
existen alrededor de 6 millones de personas expuestas, de las cuales mas de 2
millones son nifios. En Estados Unidos mas de 350.000 personas beben agua
cuyo contenido es mayor que 0,5 mg/L de arsénico, y mas de 2,5 millones de
personas estan siendo abastecidas con agua con tenores de arsénico mayores
a 0,025 mgl/L.

La OMS, USEPA, establecen limites maximos de éste metal para garantizar la

calidad del agua que se provee a los habitantes.

1.2.1.2 Meso:

En varios paises de América Latina como: Argentina, Chile, EI Salvador,
Nicaragua, México, Peru y Bolivia, por lo menos cuatro millones de personas
beben permanentemente agua con niveles de arsénico que ponen en riesgo su
salud. Las concentraciones de arsénico en el agua, sobre todo en el agua
subterrdnea, presentan niveles que llegan en algunos casos hasta 1 mg/L,
fijandose que el limite maximo de arsénico en agua potable segun la norma
INEN 1108 cuarta edicién del 2011 de 0,01 mg/L.

En general, en América Latina la presencia del arsénico en el ambiente y
especificamente en las fuentes de agua captadas para consumo humano se
debe a factores naturales de origen geol6gico (Argentina, Chile, México, Peru)
(Sancha; O'Ryan; Marchetti; Ferreccio, 1998), asi como a actividades
antropogénicas que involucran la explotaciéon minera y refinacion de metales
por fundicién (Bolivia, Chile y Peru), procesos electroliticos de produccion de
metales de alta calidad como cadmio y cinc (Brasil), y en menor proporcion en
la agricultura el empleo de plaguicidas arsenicales organicos (México)
(Cebrian; Albores; Garcia-Vargas, 1994).

La presencia natural de arsénico en aguas superficiales y subterraneas de

América Latina esta asociada al volcanismo terciario y cuaternario desarrollado



en la Cordillera de Los Andes, proceso que aun continla y que se muestra en
flujos de lava, géiseres, fumarolas, aguas termales y fendmenos geotérmicos
relacionados con el volcanismo circumpacifico del llamado “Circulo de fuego
del Pacifico”. Este volcanismo también ejerce influencia en algunas
caracteristicas de estas aguas como son pH alto, alcalinidad variable, baja
dureza, moderada salinidad y presencia de boro, fltor, silice y vanadio.

Esta misma situaciéon geologica ha condicionado la presencia de importantes
yacimientos de cobre, principalmente en Chile, Pert y Bolivia, cuya explotacion
y posterior fundicion contribuye a aumentar los ya elevados niveles de arsénico
ambiental. Las condiciones geograficas de la zona, caracterizada por la altura,
escasez de recursos hidricos y condiciones climaticas adversas, ha limitado en
gran medida el desarrollo de grandes nudcleos de vida urbana. Por ello, con
excepcion de Argentina, Chile y México, en los otros paises afectados (Bolivia,

El Salvador y Per0), la poblacién expuesta es menor.

El arsénico en las aguas superficiales y en las aguas subterraneas proviene de
la disolucibn de minerales, la erosion y desintegracibn de rocas y por
deposicion atmosférica. También en forma mineral, aerosoles y en el agua se
puede encontrar arsénico en sus formas trivalente y pentavalente, segun las
condiciones del medio. Con mayor frecuencia en el agua superficial
predominan las formas oxidadas y en el agua subterranea sobre todo, en la

mas profunda, las formas reducidas.

1.2.1.3 Micro:

En Ecuador se han realizado estudios a lo largo de varios rios y acuiferos que
muestran la presencia de arsénico en sus aguas. (Cumbal, Aguirre, Murgueitio,
Tipan, Chavez y Poma, 2006); dentro del proyecto “Origen del Arsénico en las
Aguas y Sedimentos de la Laguna de Papallacta”, estudio preliminar, indican
que en la laguna de Papallacta se encuentran concentraciones de Arsénico
entre 390 y 10560 ug/L. En los rios que desembocan en la laguna de

Papallacta, como por ejemplo, el rio Sucus, se encuentran concentraciones de



hasta 25 ug/L mientras que en el rio Tambo se encontraron concentraciones de
hasta 149 ug/L en la cuenca baja y en la cuenca alta, concentraciones de hasta
698 ug/L.

La cantidad de arsénico encontrada en la laguna Papallacta supera largamente
lo permitido por las normas internacionales para fuentes de agua de uso

domeéstico.

En Ecuador se encuentra vigente la norma técnica emitida por el INSTITUTO
NACIONAL ECUATORIANO DE NORMALIZACION sobre la calidad de agua
de bebida adoptada en el afio de 1992, en la que la concentracién permisible
de arsénico es de 0.05 mg/L (BVSA, 2004), pero la norma INEN 1108 del 2011
sefiala un maximo de 0.01 mg/L.

En nuestro pais, segun el informe de Monitoreo Espacial de Arsénico de las
Fuentes Rurales del Distrito Sur y Centro Oriental presentado por la EMAAP-Q
en Marzo del 2005; se detectaron concentraciones mayores a 50 ug/L. en
fuentes de agua subterrdnea y geotermal de los Valles de Tumbaco y
Guayllabamba. Las condiciones geograficas del Valle de los Chillos son
similares a estos valles, pero no se dispone de ninguna informacion referente a

la contaminacién con Arsénico.

La provincia de Imbabura presenta suelos formados en el cuaternario a partir
de erupciones de los Volcanes circundantes (Imbabura, Cotacachi, etc.), estas
condiciones hacen que exista la posibilidad de que en sus fuentes de agua se
encuentre presente Arsénico, pudiendo representar un peligro latente para la

poblacion a la cual se provee de este servicio.

1.2.2 Andélisis Critico:

El metal As es un agente toxico perjudicial para la salud de los pobladores de la
ciudad de lbarra, de aqui nace la preocupacién de las autoridades en adquirir
equipos que permitan el control constante basandose en los limites maximos

de las normas vigentes.



Se viene realizando los analisis anualmente en la empresa aliada EMAPQ,
pero es necesario un mejor control periddicamente ya que Ibarra esta presente
en una zona volcanica y la procedencia para la obtenciéon de agua potable es

de fuentes naturales de aguas de vertientes y pozos subterraneos.

No se ha realizado esta investigacion por la inexperiencia y por la falta enorme
de personal con tiempo y conocimiento sobre métodos de validacion analiticos
y manipulacion del equipo de absorcién atémica.

1.2.2.1 Diagrama Causa - Efecto
Figl. Arbol de problemas

Efectos

Datos obtenidos erréneos de

concentracién de As en el agua Presencia de enfermedades
potable
3 Y

Desconfianza en la calidad del agua
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i i

Adecuada operacién del equipo

Falta de un método validado
para determinar As en

EMAPA-I
* 4 4 4
et bl Pl do on s e NN
9 P 1108 cuarta edicion del 2011
atémica
Minima experiencia en validacién de Inexperiencia en el control de
métodos analiticos contaminantes quimicos

Causas



1.2.2.2 Prognosis:

Al no llevar a cabo este estudio, no se podrian implementar medidas de pre-
tratamiento, en el caso de ser necesarias, que permitan el aseguramiento de la

calidad del agua tratada que se provee a la poblacion.

La necesidad de desarrollar un método de validacion para determinar la
concentracion de arsénico en el agua potable es fundamental para conocer los
niveles de contaminacion que pueden afectar aguas, suelos y sedimentos, asi
como su presencia en alimentos a ser ingeridos o0 en organismos vegetales y

animales, especialmente en todo lo relacionado con seres humanos.

1.2.2.3 Formulacién del problema:

La Empresa Municipal de Agua Potable y Alcantarillado de la ciudad de Ibarra
provee de liquido vital a aproximadamente 197 072 habitantes en el canton
Ibarra. Cuenta con un Laboratorio de Control de Calidad que se encarga del
monitoreo constante del agua que se provee a la poblacion para dar
cumplimiento a los requerimientos exigidos por los organismos de control en
base a la NORMA TECNICA ECUATORIANA 1108: 2011 (cuarta edicion)
AGUA POTABLE. REQUISITOS

Entre los parametros a monitorearse para el control de la calidad del agua, un
elemento muy importante es el arsénico, sin embargo se necesita de un
método analitico adecuado y un proceso validado el cual genere datos fiables

para aplicar a procesos de control de calidad.

1.2.2.4 Preguntas directrices:

¢, Qué variables me permiten desarrollar la adecuada metodologia para la

determinacién de As por absorcién atbmica mediante generaciéon de hidruros?

¢ La técnica de generacion de hidruros permite llegar a los niveles de deteccion

gue exige la Norma 1108 Requisitos del agua potable?



¢,Cual es el fundamento de la técnica de generador de hidruros en absorcién

atomica?

1.2.2.5 Delimitacioén:

El desarrollo de esta investigacion se realizara en los Laboratorios de Control
de Calidad de la Empresa Municipal de Agua Potable en la ciudad de Ibarra,
ubicada en la planta de potabilizacion del sector de Caranqui en el periodo
Marzo 2012 — Agosto 2013.

1.3 Justificacion:

El arsénico tanto en su estado elemental como sus compuestos, son
extremadamente toxicos. La via de incorporacion mas habitual de este
metaloide en el hombre, es a través del agua de bebida, aunque la dieta y la

incorporacion por via respiratoria y dérmica también pueden contribuir.

Este contaminante es absorbido por via sanguinea acumulandose

preferentemente en pulmones, higado, rifiones, piel, dientes, pelos y ufias.

Los efectos en humanos a una exposicion crénica a agua de bebida con
elevadas concentraciones de arsénico inorganico, pueden ser multiples y se
agrupan bajo la denominacion de Hidroarcenicismo Cronico Regional
Endémico (HACRE), incluyendo canceres internos (pulmon, laringe y vejiga) y
externos (piel), dermatitis, engrosamiento de palmas y plantas (queratodermia),
aumento de la pigmentacion de la piel, afectacién del sistema nervioso central y
periférico, hipertension, enfermedades vasculares periféricas, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades respiratorias y diabetes mellitus. También
podria tener efecto sobre la reproduccion, incrementando el indice de
mortalidad de fetos de gestacion avanzada y nifios. La intoxicacion por
arsénico se manifiesta de forma caracteristica a lo largo de un periodo de 5 a

20 afnos.



El arsénico puede determinarse por varias técnicas analiticas, sin embargo la
técnica de absorcién atomica mediante generacion de hidruros provee de
limites de detecciéon muy bajos los cuales son los que la NORMA INEN 1108
para AGUA POTABLE, nos da el limite permisible.

Por tal motivo la cuantificacion mediante procedimientos validados en el
Laboratorio de control de Calidad de EMAPA-IBARRA resulta necesaria para
garantizar el liquido que se provee a la poblacion del Cantdén, ademas al contar
con los equipos adecuados hace falta un procedimiento analitico para el

desarrollo de la técnica y la aplicaciéon en el control de calidad de rutina.

1.4 Objetivos:
1.4.1 Objetivo General

Validar un método analitico para la determinacién de la concentracion de
arsénico en agua potable por absorcion atdmica mediante generacién de

hidruros.
1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar los parametros de validacion, del método de determinacién de la
concentracion de arsénico en agua potable por absorcién atbmica mediante
generacion de hidruros, como son: linealidad, exactitud, precision,

sensibilidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion entre otros.

e Establecer el tratamiento adecuado para las muestras y estandares, a fin de

minimizar las interferencias durante el analisis y optimizar los recursos.

e Optimizar las condiciones del analisis de arsénico a aplicarse en la EMAPA-

I con un nivel de confianza minimo del 95%.
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El arsénico (As, numero atdmico 33, peso atomico 74,922) es un elemento
ampliamente distribuido en la atmdsfera, en la hidrosfera y en la biosfera (~ 5 x
10 -4 % de la corteza terrestre). Si bien una gran cantidad de As en el medio
ambiente proviene de fuentes naturales (meteorizacion, actividad bioldgica,
emisiones volcanicas), existe una importante contribucibn a partir de
actividades antropogénicas, tales como procesos industriales (mineria,

fundicion de metales, pesticidas, conservantes de la madera, etc.).
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Fig. 2: Distribucion mundial del arsénico en acuiferos (Lillo, 2003)

El elemento puede estar presente en distintos estados de oxidacion (-llI, 0, Ill,
V) y en formas inorganicas y organicas, en un amplio rango de concentraciones
en aire, agua, suelos, vegetales y animales. Las especies quimicas mas

importantes son:

e Arseniato y otras formas inorganicas de As(V)

e Arsenito y otras formas inorganicas de As(lIl)

e Formas metiladas de As(V) como el acido dimetilarsinico (DMA(V)), el
monometilarsonato (MMA(V)) y otras formas organicas de As(V).

e Formas metiladas de As(lll) como el acido dimetilarsenioso (DMAC(III)) y
otras formas organicas de As(lll)

e Oxido de trimetilarsina (TMAO(V))



e Arsenobetaina (AB)

e Arsenocolina (AC)

e Cation tetrametilarsonio (TMA+)
e Arsenoazucares

e Arsenolipidos

e Otras especies

Las formas fisicoquimicas individuales pueden incluir material particulado y
formas disueltas como especies inorganicas simples, complejos organicos o el
elemento adsorbido en particulas coloidales. La especiacion del arsénico en
materiales ambientales es de interés debido a los diferentes niveles de

toxicidad exhibidos por las distintas especies.

Con relacion a este aspecto, el arsenito es la forma inorganica mas toxica, 10
veces mas que el arseniato. La toxicidad de especies metiladas de As(lll) y
As(V) es variada y se menciona mas adelante. AB y AC son virtualmente no
toxicas (Kumaresan y otros, 2001).

2.1 ARSENICO EN EL MEDIO AMBIENTE:

Los niveles de As en el ambiente son variables, ya que es un elemento con
muy alta movilidad y capacidad de transformacion, pudiendo sorberse o
desorberse de particulas, cambiar de estado de oxidacion al reaccionar con
oxigeno u otras moléculas del aire, del agua o del suelo o por accién de
microorganismos (Smedley y Mandal, 2002). La presencia de elevados niveles
de As en agua esta directamente relacionada con su liberacion desde la fase
sélida, con fendmenos de transporte y de transferencia a otros medios y a

procesos de dilucion por mezcla (Smedley y otros, 2002).

Como después veremos, las formas organicas de As suelen aparecer en
concentraciones menores que las inorganicas, aunque pueden incrementar su
proporcion como resultado de reacciones de metilacion producidas por

actividad microbiana (Hasegawa, 1999).
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2.1.1 FORMAS INORGANICAS:

En aguas naturales, el As se encuentra en general como especie disuelta,
formando oxianiones. Los estados de oxidacion que predominan son As(lll) y
As(V) y, con menos frecuencia, As(0) y As(—lIl). El arseniato [As(V)], la especie
arsenical mas difundida en el medio ambiente, es la mayoritaria en agua y
suelos. El arsenito [As(lIl)] es la forma inorganica reducida y esta presente en

forma minoritaria en aguas, suelos y seres vivos. (Adriano y Lillo, 2003).

Tabla 1: Minerales de arsénico mas frecuentes en suelos

Mineral Composicion Ocurrencia

Arsénico nativo  As Venas hidrotermales

Niccolita NiAs Filones y noritas

Realgar AsS Generalmente asociado con oropimente,
arcillas y carbonatos

Oropimente As,S; WVenas hidrotermales y producto de
sublimacion de emanaciones volcanicas

Cobaltita CoAsS Depositos de rocas metamdificas

Arsenopirita FeAsS Mineral de As mas abundante

Tennantita (Cu.Fe),As,S Venas hidrotermales

Enargita CuzAsS, WVenas hidrotermales

Arsenolita As,0; Mineral secundario formado por
oxidacion de arsenopirita. As nativo y
otros minerales de As

Claudetita As,0O, Mineral secundario formado por

oxidacion de realgar, arsenopirita, y
ofros minerales de As

Escorodita FeAs0,.2H,O Mineral secundario
Annabergita (Ni.Co);(AsO,),"8H,0 Mineral secundario
Hoernesita Mg (AsO,),.8H,O Mineral secundario
Hematolita (Mn.Mg),Al(AsO,)(OH); Mineral en fisuras de rocas meftamorficas

Conicalcita CaCu(As0,)(0H) Mineral secundario

Fuente: Lillo J (2003)

2.1.2 FORMAS ORGANICAS:

Los compuestos organicos arsenicales contienen arsénico unido a un atomo de
carbono por medio de uniones covalentes; el arsénico puede estar tanto en su
forma trivalente como pentavalente. Estas especies estan ampliamente
distribuidas en la atmésfera, en sistemas acuaticos, suelos, sedimentos y

tejidos biolégicos. Ademas, un numero elevado de alquil- y arilderivados son
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sintetizados para uso comercial como biocidas en agricultura. Sin embargo,
salvo por descargas localizadas, la cantidad de los compuestos antropogénicos
es pequeiia. De mayor relevancia son los compuestos organicos producidos

dentro del ciclo biogeoquimico (Dembitsky y otros, 2004).

Tabla 2: Distribucion y propiedades de compuestos arsenicales organicos de importancia ambiental

S Reactividad

ompuesto 0, HO omentarios

(CH,)As= no no Ion tetrametilarsomio (TMA*), hallade en
tejidos, probablemente mas ampliamente
distribuido

(CH,),A=0 nll.'J no Oxido de trimetilarsina (TMAQ), deteccion
lmitada debado a la facil reduccion a
{CH,}:As; reacciona con H,S para dar
(CH),AsS

(CH,)As si no Trmetilarsina, ficilmente cxdada a
(CH.)ASD v (CH.)LAsOOH)

(CH,),A=O{0H) no no Acido dimetilarsinico (DAMA). Estable &
hidrosolable, redueide a (CH,).AsH, reacciona
con RSH para dar (CH,).As(SR)

(CH,),AsH sl no Dimetlarsma (DMA), facilmente cxidada a
I:.c H.):AsO(OH)

(CH,),A=O{0H), no no Acido monometilarsomico (MMAA). Estable
e udrosoluble, reducido a CH,AsH,, reacciona
con RSH para dar CH,A=(SE),

CH,A=H, 51 no Metilarsina. Facilments cxidada a
CH.A=0(0H).

(CH,).AsSR 51 no Puede formarse en suelos anoxicos v
sedimentos; reacciona con O para dar
{CH,).AsO{OH)

CHLA=(SE), si no Puede formarse en suelos anoxicos ¥
sedimentos; reacciona con O para dar
CH,AsO{OH),

ArSEnOaTcaTes no no Azhr Detectados principalmente en algas,
estables a pH neutro, reaccionan con acides!
bases dande (CH,), AsO{0H)

(CH,).A=(0) no no Dimenlarsmoiletanol

CH.CH,0H

(CH)LAsCHCHOH ne no Arsenocolina (AC), facilmente convertida a

arsenobetaina
(CH,),As'CH,COOr no no Arsencbetaina (AB), puede dar (CH ), A=sO v
{CH,).AsO{OH)

Fuente: Cullen y otros (1989)

2.1.3 ARSENICO EN LAS PLANTAS:

En las plantas se encuentran arsénico inorganico y, en menor medida,
especies organicas como el MMA, DMA, TMAO, AB, TMA+, AC y AsAz. Las
plantas absorben el As a través de las raices, en un proceso influenciado por
las caracteristicas del suelo (pH, materia organica, condiciones redox,
biodisponibilidad) y de la propia planta. El As(V) es captado del suelo utilizando
el transportador de membrana del fésforo, mientras que para el As(lll) se utiliza
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un canal transportador de glicerol (acuoporinas). El As(V) se reduce a As(lll),
gue posteriormente se une a las fitoquelatinas. Las plantas tienen capacidad
para metilar el As, aunque, debido a las bajas concentraciones de especies
organicas halladas en los vegetales, no se trata de una via relevante para la
transformacion de las especies arsenicales captadas desde el suelo. En
hongos y liquenes se detectdé AB y AC, siendo la primera la especie mayoritaria
en muchas especies. Se detectaron, ademas, trazas del AsAz glicerol ribosa
(Cullen, 1989).

En el caso de invertebrados terrestres, la capacidad de supervivencia en suelos
con elevados contenidos de As depende de las metalotioneinas que posean. El
arsénico ingerido o absorbido por via dérmica en su estado trivalente se une a

proteinas ricas engrupos tiol, siendo luego metilado a sus formas organicas.

2.1.4 ARSENICO EN EL AGUA:

Las formas mas comunes del As en agua son oxianiones de As(lll) o As(V). El
As(lll) es el mas movil y a su vez el mas toxico. Los potenciales redox y el pH
son los factores mas importantes que controlan la especiacion, y ocasionan la
elevada movilidad del elemento y la profunda variacién en su concentracion en
los distintos cuerpos de agua (subterraneas, lagos, mar, aguas profundas, rios,
etc.). Aunque la termodindmica predice que las concentraciones de As(V)
deberian siempre superar a las de As(lll), salvo en condiciones fuertemente
reductoras, en aguas naturales existe un importante desequilibrio que hace

variar la relacion As(V)/As(lll).

Los compuestos organicos arsenicales, tanto pentavalentes (mayoritarios)
como trivalentes, estan ampliamente distribuidos en la atmdsfera, aguas,
suelos, sedimentos marinos y dulceacuicolas y tejidos biolégicos; se
encuentran principalmente en organismos marinos. Las reacciones de
metilacion mediadas biolégicamente que ocurren en los organismos convierten
el arsenito y el arseniato inorganicos en compuestos metilados de toxicidad
moderada como MMA(V), MMAA, DMA(V), DAMA, TMAO y TMA+, precursores
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de formas organicas mas complejas y practicamente no téxicas, como

arsenolipidos, AB, AC y AsAz.

2.1.5 ARSENICO EN EL SUELO:

La presencia de compuestos arsenicales organicos en el suelo proviene
generalmente de su uso extendido en la agricultura y como aditivo alimentario
animal. Por otro lado, las plantas absorben As a través de las raices, en un
proceso influenciado por las caracteristicas del suelo y de la propia planta.
(Cullen, 1989)

2.1.6 ARSENICO EN LOS ANIMALES:

En los organismos animales, incluyendo al ser humano, existe una elevada
transformaciéon entre especies arsenicales inorganicas y organicas, regulada
por las condiciones ambientales. Las diferentes caracteristicas fisicas y
quimicas de las formas quimicas presentes en el medio ambiente [As(V),
As(lll), MMA, DMA, TMA+, AC, AB, AsAz, etc.], dan como resultado diferentes

grados de movilidad, biodisponibilidad y toxicidad de los compuestos.

2.1.7 ARSENICO EN LA SALUD:

Las principales rutas de exposicién de las personas al arsénico son la ingesta e
inhalacion. Este elemento es acumulable en el organismo por exposicion
cronica, y a ciertas concentraciones ocasiona afecciones como: alteraciones de
la piel (relajamiento de los capilares cutaneos y la dilatacién de los mismos)
con efectos secundarios en el sistema nervioso, irritacion de los 6rganos del
aparato respiratorio, gastrointestinal, y hematopoyético y acumulacion en los
huesos, musculos y piel, y en menor grado en higado y rifiones. La evidencia
epidemioldgica de personas con ingestion prolongada de arsénico inorganico,

via agua de bebida, es la hiperqueratosis palmo-plantar, cuya manifestacion
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principal es la pigmentacién de la piel y callosidades localizadas en las palmas
de las manos y pies.

Resultados con animales de laboratorio indican que el arsénico inorganico
trivalente es mas toxico que el pentavalente debido a que los compuestos
pentavalentes tienen menor efecto en actividades enzimaticas, pero “in vivo”
estos pueden reducirse a compuestos trivalentes. La toxicidad del arsénico
depende del estado de oxidacion, estructura quimica y solubilidad en el medio
bioldgico. La escala de toxicidad del arsénico decrece en el siguiente orden:
arsina > As*? inorganico > As*™ organico > As™ inorganico > As* organico >

compuestos arsenicales y arsénico elemental.

La toxicidad del As*® es 10 veces mayor que la del As+5 y la dosis letal para
adultos es de 1-4 mg As/Kg. Para las formas mas comunes como AsHS3,
As203, As205 esta dosis varia en un rango entre 1,5 mg/Kg y 500 mg/Kg de

masa corporal (The National Academy of Sciences, 1999).

En el agua de bebida, por lo general el arsénico se encuentra en la forma de
arsenato y puede ser absorbido con facilidad (Frederick; Kenneth; Chien-Jen,
1994) en el tracto gastrointestinal en una proporcion entre 40 y 100%. El
arsénico inorganico ingerido pasa al torrente sanguineo, donde se enlaza a la
hemoglobina y en 24 horas puede encontrarse en el higado, rifiones,
pulmones, bazo y piel. Los 6rganos de mayor almacenamiento son la piel, el
hueso y el muasculo. Su acumulacién en la piel tiene relacion con su facil
reaccion con las proteinas (con grupos de sulfihidrilo) (Health Canada, Ottawa,
1992).

Los cambios metabdlicos del arsénico ocurren esencialmente en el higado,
donde los tioles enddgenos tienen un papel critico en la conversién del As™y
As™. Al parecer el glutation (GSH) actiia como agente reductor. (The National

Academy of Sciences, 1999).

Las enzimas pueden aceptar al arsenato e incorporarlo en compuestos como el
ATP, pero los compuestos analogos formados se hidrolizan inmediatamente.
Por ello, el arsenato puede inactivar el metabolismo oxidativo de la sintesis del

ATP. En contraste, el As™ tiene alta afinidad con los grupos tioles de las
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proteinas, lo cual puede inactivar una variedad de enzimas, como la piruvato
deshidrogenasa y 2-oxoglutarato deshidrogenasa (Frederick; Kenneth; Chien-
Jen, 1994; The National Academy of Sciences, 1999).

En cambio, el monometilarsenato (MMA) y eldimetilarsenato (DMA) no forman
enlaces fuertes con las moléculas bioldégicas humanas. Esto explica por qué su

toxicidad aguda es menor que la del arsénico inorgénico.

AUNn no se ha establecido la cinética relacionada con la toxicidad del arsénico
inorgénico, incluido el cancer. La explicacion mas aceptable es la induccion a

una anormalidad cromosomaética sin actuar directamente con el ADN.

El arsénico inorganico ingerido es absorbido por los tejidos y luego se elimina
progresivamente por mutilacién. Su excrecion ocurre en la orina a través de los
rifones. Cuando la ingestidbn es mayor que la excrecion, tiende a acumularse
en el cabello y en las ufias. Los niveles normales de arsénico en la orina, el
cabello y las ufas son 5-40 pg/dia, 80-250 ug/Kg y 430-1080 ug/Kg,
respectivamente (The National Academy of Sciences, 1999). La sensibilidad de
las personas a los efectos toxicos del arsénico inorganico varia, dependiendo
entre otros de la genética, metabolismo, dieta, estado de salud y sexo. Estos
factores deben considerarse en la evaluacién de riesgos a la exposicion de
arsénico. Las personas con mayor riesgo son las que tienen poca capacidad
para metilar arsénico y por lo tanto lo retienen mas. En este caso, los mas

vulnerables son los nifios y las personas con un estado nutricional deficiente.

En algunas especies de mamiferos se ha mostrado que el arsénico inorganico
y organico son teratogénos y su administracion oral afecta el crecimiento fetal y
la viabilidad prenatal. Un suplemento con alto contenido de arsénico en la dieta
(por ejemplo, 350-4.500 ng por gramo), afecta el crecimiento y reproduccién en
animales (The National Academy of Sciences, 1999). Los estudios han
determinado que la orina es el mejor biomarcador para medir la dosis
absorbida de arsénico inorganico ya que la sangre, cabello y uias son menos

sensibles a la exposicién (The National Academy of Sciences, 1999).
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2.2 Antecedentes de Investigacion:

El arsénico ocupa el vigésimo lugar de abundancia en la corteza terrestre, se
presenta en forma combinada con otros elementos, en mas de 200 compuestos
diferentes (Thomton y Farago, 1998). Las principales vias de exposicion para el
hombre son los alimentos y el agua de bebida, en los cuales el As se presenta
en forma de varias especies quimicas de distintas toxicidad (Marrero et al.,
2001). De las conocidas actualmente, el Asl, término que engloba a la
sumatoria de las especies As(llll) y As(V), esta clasificado como carcindégeno
para el ser humano (grupo I) por la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (Smedley y Kinniburgh, 2001). La Organizacién Mundial de la Salud
(WHO, 1989) recomienda un contenido de As en el agua de bebida de 10 ug L-
1 (WHO, 1993) y establece como valor toxicologico de referencia para el As
una Ingesta Semanal Tolerable Provisional de Asl de 15 pg/semana/kg peso
corporal (WHO, 1989).

El cantdn Ibarra se encuentra ubicado politicamente en la provincia de
Imbabura, situada en la sierra norte del Ecuador entre las provincias de
Pichincha, Carchi y Esmeraldas. Los limites del Canton son al norte con la
provincia del Carchi, al noroeste con la provincia de Esmeraldas, al oeste con
los cantones Urcugqi, Antonio Ante y Otavalo, al este con el canton Pimampiro y
al sur con la provincia de Pichincha. La localizacion geografica del Cantén
Ibarra en UMT de 10'041.000 norte, 820.000 oeste tomando como punto de

referencia el centro de la ciudad de Ibarra (Narvaez, H. 2005).

Donde wos abioamos?
3

Fig. 3: Mapa de ubicacién de la ciudad de Ibarra
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La ciudad de Ibarra, cabecera cantonal y capital de la provincia, se encuentra,
entre las coordenadas 00° 20' 00" y 78° 06' 00", ubicada a 2.228 metros s.n.m;
esta estratégicamente ubicada al noreste de Quito, Capital de la Republica a
126 Km, a 135 Km, de la frontera con Colombia, y a 185 km de San Lorenzo,
en el Océano Pacifico. Tiene una superficie de 1.162,22 km2, con una
densidad de 131,87 hab/km2 en el cantdn, 2.604 hab/km2 en el area urbanay
39,91 hab/km2 en el area rural. La zona urbana del canton cubre la superficie
de 41.68 km2, la zona rural incluido la periferia de la cabecera cantonal cubre
la superficie de 1.120,53 km?2.

El Cantén Ibarra estad constituido por cinco parroquias urbanas: El Sagrario,
San Francisco, Caranqui, Alpachaca y La Dolorosa del Priorato; y las siete
parroquias rurales: Ambuqui, Angochagua, La Carolina, La Esperanza, Lita,
Salinas, San Antonio; con una superficie total de 1.162,22 km2, divididas en la

siguiente forma:

Urbanas:

San Francisco

La Dolorosa del Priorato
Caranqui

El Sagrario

Alpachaca

Rurales

Angochagua
La Esperanza
San Antonio
Ambuqui
Ibarra

Salinas

La Carolina
Lita
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Fig. 4: Esquema de las parroquias de la ciudad de Ibarra

2.2.1 Caracteristicas biofisicas:

La provincia de Imbabura se encuentra dentro de dos grandes cuencas que
son las de los Rios Mira y Esmeraldas. En Ibarra se identifican dos
subcuencas, la del Rio Chorlavi y del Rio Tahuando, las microcuencuas que
corresponden al rio Tahuando son: La Rinconada, Cucho de Torres, Curiacu,
Pungu Huayco y algunos drenajes menores, las correspondientes al Rio
Chorlavi son drenajes menores de quebradas (IGM, 2004; Modificado Narvaez,
H. 2005).

Ibarra y su area de influencia inmediata (La Esperanza y San Antonio) cubre
una superficie de 12.329 Has. La topografia del suelo corresponde a
pendientes que fluctian entre el 5 y el 15% en las estribaciones del cerro
Imbabura. Existe una continuidad topografica ascendente y los elementos

orograficos que se destacan son los cafiones del rio Ambi y Tahuando.

El &rea urbana de Ibarra se localiza en una llanura, sobre la costa 2204 m.sn.m
con la mayoria de su superficie en una zona central que no supera el 5% de

declive. Sobre el costado occidental del rio Tahuando, existe una explanada
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que se extiende hasta las laderas de los cerros que limitan con la laguna
Yahuarcocha (PET, 2001).

2.2.2 Descripcion general del sistema de agua potable de la ciudad de

Ibarra sector urbano

2.2.2.1 Sistema Guaraczapas

Se trata de un sistema de aguas de vertiente. El caudal captado es
homogéneo, con alrededor de 140 I/s durante todo el afio. La infraestructura de

captacion de Guaraczapas cuenta con buenas condiciones fisicas.

El agua que proviene de estas fuentes es de excelente calidad; existe un

tratamiento previo que consiste en aireacion y cloracion.

2.2.2.2 Sistema Yuyucocha

Es un sistema de vertientes cuya infraestructura se encuentra en regulares
condiciones y ademas se explotan tres pozos profundos.. El caudal total
explotado en este sistema es de 385 I/s.

El caudal proveniente de las vertientes y del pozo 2 es bombeado hacia la
planta de Caranqui mientras el del pozo #1 Y #3 hacia la planta de Azaya, se

puede en casos emergentes enviar caudal hacia Azaya desde el pozo 2.

2.2.2.3 Captacion Palestina

Este pequefo sistema de vertiente capta agua en un caudal aproximada a los
21 I/s, el cual es conducido dos tanques de reserva que abastece a las
poblaciones urbanas marginales de El Ejido de Caranqui, Pugacho y La

Florida.

2.2.2.4 Pozo La Quinta

20



En el sector denominado La Quinta, barrio Nuevos Horizontes, se encuentra
ubicado el Pozo La Quinta desde donde se bombean 25 I/s hasta la Planta de

Azaya .
2.2.2.5 Sistema San Antonio

La poblacion de San Antonio de abastece actualmente de tres fuentes

principales:

- Vertientes de Guaraczapas
- Vertiente de San Juan Pogyo

- Pozo Santa Clara

2.2.2.6 Sistema Guaraczapas - San Antonio

El agua que proviene de las vertientes de Guaraczapas y la Planta de
Tratamiento del mismo nombre es conducido a San Antonio. Este sistema
suministra un caudal de 30 I/s a San Antonio.

El caudal captado en las vertientes de Guaraczapas, ubicadas en la parroquia

Angochagua, es de 140 I/s.

2.2.2.7 Sistema Pinsaqui — San Antonio

En el sector denominado Pinsaqui del canton Cotacachi esta ubicada la

captacion del agua de la vertiente San Juan Pogyo.

2.2.2.8 Sistema Santa Clara

Un caudal de 18 |I/s es captado de un pozo profundo ubicado en el sector de
Santa Clara e impulsados hasta la Planta de Tratamiento de Tanguarin, desde
donde se distribuye agua potable a los barrios ubicados en la parte baja de la
parroquia.

Debido a la presencia de altas concentraciones de hierro en el agua de éste

pozo, lo cual genera elevados costos de produccion y a la falta de un adecuado
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sistema de filtracion en la Planta de Tratamiento, el agua de esta fuente es
aprovechada solamente durante 6 horas al dia.

2.2.2.9 Sistema el Dique

Es un sistema administrado por una Junta de Aguas y del cual se sirven
algunas viviendas del centro de la Parroquia, quienes por lo general, disponen

también del servicio de agua potable entregado por EMAPA 1.

Caudales de agua aportados por las distintas fuentes naturales:

Guaraczapaz: 138.53 I/s

Pozo 1 Yuyucocha: 86.11 I/s

Pozo 2 Yuyucocha: 49.26 |/s

Pozo 3 Yuyucocha: 43.77 I/s

Pozo La Quinta: 20.62 I/s

Linea 1 Vertiente Yuyucocha: 105.53 I/s
Linea 2 Vertiente Yuyucocha: 100.07 I/s
Pozo Caranqui: 91.44 I/s

La Palestina: 30 I/s

NS NE N N N N AR

2.3 Fundamentacion:
2.3.1 Fundamentacion filos6fica

El perfil de investigacién cientifica es basado en un modelo de caréacter
cuantitativo con la elaboracién de un disefio prestructurado, su légica de
analisis inductivo mediante el respectivo analisis de resultados y técnicas

estadisticas.
2.3.2 Fundamentacion Legal

¢ Norma Técnica Ecuatoriana Voluntaria, Agua potable requisitos, NTE INEN
1108: 2011, Cuarta revision, 2011-06.

22



ftem 5: El agua potable debe cumplir con los siguientes requisitos que se

establecen a continuacion:

Tabla 3: Limites maximos permisibles en agua potable

PARAMETRO UNIDAD Limite maximo permitido
Caracteristicas fisicas
Color Unidades de color aparente 15
(Pt-Co)
Turbiedad NTU 5
Olor — no objetable
Sabor — no objetable
Inorganicos
Antimonio, Sb mg/l 0,02
Arsénico, As mg/l 0,01
Bario, Ba mg/l 07
Boro, B mg/l 0,5
Cadmio, Cd mg/l 0,003
Cianuros, CN]| mg/l 0,07
Cloro libre residual* mg/l 03 al15"”
Cobre, Cu mg/l 20
Cromo, Cr (cromo total) mg/l 0,05
Fluoruros mg/l 1,5
Manganeso, Mn mg/l 0.4
Mercurio, Hg mg/l 0,006
Niguel, Ni mg/l 0,07
Nitratos, NOs mg/l 50
Nitritos, NO2 mg/l 02
Plomo, Pb mg/l 0,01
Radiacion total a * Bg/l 01
Radiacion total p ** Bg/l 1,0
Selenio, Se mg/l 0,01
T Es el rango en el que debe estar el cloro libre residual luego de un tiemfno minimo de contacto de 30 minutos
* Cormresponde a la radiacion emitida por los siguientes radionucleidos: 2 DF’o, 2 Ra, 2 Ra, 22h u 2By Pu
** Corresgonde a la radiacion emitida por los siguientes radionucleidos: BDCO, SQSr, 90Sr, 129I, 13HI, 134(35, 13?Cs,
20pp, 28R,

Fuente: Norma INEN 1108 (2011)

e MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL MINISTERIO DE AMBIENTE,
VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL DE LA REPUBLICA DE
COLOMBIA, RESOLUCION NUMERO 2115 (22 JUN 2007 )

Por medio de la cual se sefialan caracteristicas, instrumentos basicos y
frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para

consumo humano

ARTICULO 5°.- CARACTERISTICAS QUIMICAS DE SUSTANCIAS QUE
TIENEN RECONOCIDO EFECTO ADVERSO EN LA SALUD HUMANA.

Las caracteristicas quimicas del agua para consumo humano de los elementos,
compuestos quimicos y mezclas de compuestos quimicos diferentes a los
plaguicidas y otras sustancias que al sobrepasar los valores maximos

aceptables tienen reconocido efecto adverso en la salud humana, deben
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enmarcarse dentro de los valores maximos aceptables que se sefalan a

continuacion:

Tabla 4: Caracteristicas Quimicas que tienen reconocido efecto adverso en la salud humana

Elementos, compuestos quimicos
y mezclas de compuestos
quimicos diferentes a los

Expresados como

Valor maximo aceptable

Policiclicos (HAP)

plaguicidas y otras sustancias (mglL)
Antimonio Shb 0,02
Arsénico As 0,01
Bario Ba 0,7
Cadmio Cd 0,003
Cianuro libre y disociable CN’ 0,05
Cobre Cu 1,0
Cromo total Cr 0,05
Mercurio Hg 0,001
Niguel Ni 0,02
Plomo Pb 0,01
Selenio Se 0,01
Trihalometanos Totales THMs 0,2
Hidrocarburos Aromaticos HAP 0.01

Fuente: Norma colombiana, resolucién 2115 del 2007.

¢ Reglamento de la calidad de Agua para Consumo Humano: D.S. N° 031-
2010-SA / Ministerio de Salud. Direccién General de Salud Ambiental —
Lima: Ministerio de Salud; 2011.

Articulo 65° Pardmetros inorganicos y organicos adicionales de control Si en

la vigilancia sanitaria 0 en la accion de supervisibn del agua para consumo

humano de acuerdo al plan de control de calidad (PCC) se comprobase la

presencia de cualquiera de los parametros que exceden los LMP sefialados en

el Anexo Il del presente Reglamento, la Autoridad de Salud y los proveedores

de agua procederan de acuerdo a las disposiciones sefialadas en el articulo

precedente.
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Tabla 5: Limites maximos permisibles de parametros quimicos inorganicos

Parametros Inorgdnicos Unidad de medida Limite maximo permisible

1. Anfimaonio mg b L 0,020

2. Arsénico (nota 1) mg As L 0,010

3. Bario mg Ba L' 0,700

4. Boro mg B L 1,500

5. Cadmio mg Cd L! 0,003

4. Cianuro mg CN- L 0,070

7. Cloro (nota 2) mg L 5

8. Clorito mg L1 0.7

2. Clorato mg L 0.7

10. Cromo total mg Cr L1 0,050

11. Fldor mg F L! 1,000

12. Mercurio mg Hg L 0,001

13. Niguel mg MNi L 0,020

14. Mitratos mg NOa L 50,00

15. Nitritos mg NOz L 3,00 Exposicion corta

0,20 Exposicién larga

14. Plomo mg Pb L 0,010

17. Selenio mg e L 0,010

18. Molibdeno mg Mo L 0,07

19. Uranio mg U L7 0,015

Fuente: Ministerio de Salud Ambiental Lima-Peru

2.3.3 Fundamentacién Técnica:

2.3.3.1 Validacion de métodos analiticos:

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar
que los resultados entregados por dicho método son confiables. Cuando se
realiza la validacién de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es
poder determinar con fundamento estadistico que el método es adecuado para
los fines previstos.

En este sentido, es importante que para el proceso de validacién se asigne a
un responsable de realizar dicha tarea. De manera que, la validaciéon se efectie
en forma metddica, ordenada, trazable y confiable.

Es importante que el laboratorio tenga claridad antes de iniciar la validacion de
cuales son los requerimientos del método para establecer el alcance de la
validacion.

Es esencial, entonces conocer el método a validar y su aplicabilidad, es decir,
el analito, su concentracion (nivel, LMP, LMR, etc.) y la matriz (0 matrices) en

las cuales se desea utilizar.
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En general, se establece que el laboratorio DEBE validar:

1. Métodos no normalizados:

Corresponden a métodos desarrollados por el laboratorio o método nuevos
(ejemplo: publicado en revista cientifica), o bien, a métodos que
tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio pero que no estan

normalizados.

2. Método normalizado con una modificacion significativa:

Cuando se trata de un método empleado tradicionalmente por el laboratorio
que no esté normalizado, se puede realizar una Validacidbn Retrospectiva, es
decir, en base a los datos experimentales que el laboratorio dispone, para la
cual se realizara la recopilacion de la mayor cantidad de datos histéricos
disponibles, para luego realizar un proceso de ordenamiento y seleccién de los
datos recopilados, estos datos pueden ser: curvas de calibracion, resultados de
ensayos, cartas de control, ensayos de aptitud, etc. A través de estos, se
deberan determinar los parametros de validacion, y evaluar si los resultados
obtenidos para los fines de la son aceptable.

En caso de ser un método nuevo (0 uno antiguo del que no se dispongan de
datos suficientes) se debe realizar una Validacion Prospectiva, generando a
través de andlisis datos experimentales.

En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como validaciéon menor o

verificacién cuando se trate de:

1. Métodos normalizados.

2. Métodos normalizados usados fuera de su alcance propuesto. Ejemplo: uso
en otra matriz.

3. Ampliaciones y modificaciones menores de métodos normalizados. Ejemplo:
uso en otros analitos.

4. Cuando se trate de métodos previamente validados, que haya sufrido alguna
alteracion significativa por lo cual deben volver a evaluarse. Estas variaciones

pueden ser; cambio de equipo, cambio de componentes de equipo como
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columnas, detectores, cambio analista, cambio de la matriz que contiene la

muestra o de nivel de concentracion del analito de interés, entre otros.

La verificacion, tiene generalmente como objetivo, el comprobar que el
laboratorio domina el método de ensayo normalizado y lo utiliza correctamente,
en caso de tratarse de un método normalizado modificado para la verificacion
se requiere solo realizar aquellas pruebas que indiquen que la variacion

realizada no afecta el ensayo.

En ocasiones, lo que se busca a través de una validacién es demostrar que un

meétodo es equivalente a otro.

El objetivo de la validacién y la verificacion, es demostrar que el método
utilizado por un laboratorio es adecuado para la aplicacion en la que se
propone utilizar, asi, como también demostrar que las modificaciones que
pudieron haberse realizado no afectan su desempefio, ni la confiabilidad de los

resultados por este entregado.

En relacion a los parametros de validacion o verificacidn estos deberan
determinarse de acuerdo al tipo de método. Para este fin la siguiente tabla

puede ser utilizada como guia:

Tabla 6: ParAmetros de validacion o verificacion

PARAMETRO METODO CUANTITATIVO

METODO
A EVALUAR CARACTERISTICALS)  cyauTamivo NORMALIZADO MODIFICADO NUEVO

Identificacién analito

SELECTIVIDAD Interferencia de Si No Si Si
matriz
LINEALIDAD ~ Range lineal No si si si
SEnsIBILIDAD  Fendiente No Sio No si si
Critico (LC) :
- Sio No p c
LIMITES Deteccidon (LOD) Si Si Si
Cuantificacién (LOQ)
Repetibilidad . " -
s =lel Reproducibilidad — = e =
Sesgo (s) - Si o No -
VERACIDAD e et e [} No Sio No Si
ROBUSSEZ Tes.t de Youden y No No SioNo si
Steiner
Si Si Si Si

APLICABILIDAD -

Fuente: Aguirre L. (2001)
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De acuerdo a los antecedentes anteriormente mencionados, el responsable de
la validacion o verificacion deberd asi elaborar el Plan de Validacién que se va

a realizar.

a) ESTABLECER PLAN DE VALIDACION

Se entiende como Plan de Validacion, a un documento (tipo protocolo) en el
cual se definen previamente a la experiencia; las pruebas o parametros de
validacion necesarios y el disefio experimental a desarrollar en base a los

requerimientos del método.
El “Plan de Validacion” debera contener a lo menos:

Alcance de la validacion (método, analito, matrices y requerimientos del

método.
Disefio experimental:

Establecer la(s) muestra(s) a ser analizada(s): testigos reactivos, blanco matriz,
material certificados, material control, material(es) de referencia certificado,

matrices de las muestras, muestras sin fortificar, muestras fortificadas, etc.

El (los) parametro(s) y pruebas a desarrollar, en caso, de que la prueba no sea
una convencional, sino disefiada por el responsable, también deberéa indicarse

en el documento.

e Numero de andlisis requeridos para cada prueba y/o parametro.

e Criterios de aceptabilidad para cada parametro de validacion.

¢ Analista(s) responsable de realizar la(s) prueba(s) analitica(s).

e Materiales, insumos y equipos necesarios para desarrollar la validacion.

e Responsable de la Validacion, fecha o tiempo programado para realizar la
validacion y fecha de elaboracion del plan.
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e Cualquier modificacion realizada al plan de validacion, durante el proceso,

debe quedar debidamente documentada.
b) DESARROLLO DE PRUEBAS DE PARAMETROS DE VALIDACION

Para el desarrollo de las pruebas de validacion, los analistas a cargo deberan
conocer el procedimiento de método de ensayo y el niumero de ensayos o

mediciones a realizar de acuerdo a lo establecido en el plan de validacion.

(IMPORTANTE: EIl personal responsable de realizar los analisis se encuentre
debidamente calificado, y los equipos asociados al método deberian
encontrarse calibrados o controlados antes de su uso.)

Los resultados obtenidos en cada prueba deben ser debidamente registrados y

almacenados.

Los ensayos o mediciones realizadas seran con el fin de poder realizar las

siguientes pruebas de parametros de validacion:

e Selectividad

e Linealidad

e Sensibilidad
e Limites

e Exactitud

e Precision

e Robustez
e Aplicabilidad

El analista o responsable de la validacion debera con los resultados obtenidos
de cada prueba realizar los calculos matematicos, comparativos Yy/o
estadisticos correspondientes a cada ensayo para lo cual podra utilizar para
ese fin un software estadistico, calculadora o una planilla de calculo (ejemplo:

Excel).
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C) EVALUAR RESULTADOS DE LA VALIDACION

Se debera evaluar para cada pardmetro de validacion, si los resultados de las
pruebas son satisfactorios, es decir, si cumplen con los criterios de

aceptabilidad establecidos en el plan, se considera que el método es aceptable.

2.3.3.1.1 Selectividad:

La selectividad es el grado en que un método puede cuantificar o cualificar al
analito en presencia de interferentes. Estos interferentes normal o

frecuentemente se encuentran en la matriz de interés.

La prueba de selectividad puede disefiarse de acuerdo al método, en el caso
de cromatografia la resolucién entrega informacién sobre la selectividad del
método, en el caso de espectrofotometria el espectro de absorciébn o un
espectro de masas entrega informacién al respecto, en especial cuando es

comparado en presencia de una interferencia.

Una prueba de Selectividad comunmente utilizada, consiste en analizar un
minimo de tres testigo reactivos, tres blancos de matriz y tres muestras o

estandares de concentracion conocida del analito de interés.

Se deben comparar las lecturas (sefiales de medicién) obtenidas para cada
caso, y observar si existen variaciones entre los testigos reactivos, blancos de
matrices y estandares o muestras con analito. Si se encuentran diferencias

significativas deberan ser identificadas y en lo posible eliminadas.

2.3.3.1.2 Linealidad:

La linealidad es la capacidad de un método de andlisis, dentro de un
determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que
sean proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la

muestra de laboratorio.

Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar mediante un grafico

de concentracion versus respuesta, que se conoce como Funcién Respuesta
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(normalmente llamada recta de calibrado). Esta se establece cada dia con una
cierta cantidad de valores formados por un blanco y los patrones de trabajos
limpios de valor tedrico conocido, que cubran el intervalo de trabajo. En este
sentido se recomienda abarcar valores desde cercano al cero y valores
superiores al LMP o al valor de interés. El nimero de puntos a analizar debera

ser establecido por el analista (en general, se utiliza un minimo de 4 valores).

Luego de realizar el grafico se puede observar el comportamiento de la curva y
establecer cualitativamente el rango lineal (fig 4, a). Después de establecer el
comportamiento lineal del método se debera realizar la Curva de trabajo o
curva de calibraciéon (fig 4, b). Graficar los datos de concentracion de los
estandares de calibracion estimados (X) v/s la lectura observada (Y).

a) b)

Comportamiento
Lineal

RESPUESTA
RESPUESTA

CONCENTRACION CONCENTRACION

Fig 5: Linealidad en la curva de calibracién (BORIS Duffau, 2010)

2.3.3.1.3 Sensibilidad:

La sensibilidad es el cociente entre el cambio en la indicacién de un sistema de
medicién y el cambio correspondiente en el valor de la cantidad objeto de la

medicion.

En una regresion lineal la sensibilidad corresponde a la pendiente (m) de la

recta de calibracion. Se calcula como:

m =XXY - (EXXY/n)
X5 - ((EX)7 /n)
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El valor de sensibilidad obtenido [m] debe permitir una adecuada discriminacion
de los valores de concentracion en base a la lectura.

RESPUESTA

CONCENTRACION

Fig 6: Sensibilidad estimando la variacién de la pendiente. (BORIS Duffau, 2010).

2.3.3.1.4 Limites:

Se debe tener en consideracién los siguientes parametros: Valor critico, limite
deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ).

2.3.3.1.4.1 Valor critico (LC):

El valor de la concentracion o cantidad neta que en caso de superarse da lugar,
para una probabilidad de error dada q, a la decisién de que la concentracion o
cantidad del analito presente en el material analizado es superior a la contenida
en el material testigo (Referencia: Codex Alimentarius).

Se recomienda para su calculo a lo menos seis mediciones de blanco matriz o

testigo reactivo.

ILC =1t (1-a;v) x S Si:t(0.05°) > 1,645 [LC=1,645xS5,

2.3.3.1.4.2 Limite de deteccion (LOD):

Concentracion o cantidad real del analito presente en el material objeto de

analisis que llevara, con una probabilidad (1-B), a la conclusién de que la
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concentracion o cantidad del analito es mayor en el material analizado que en

el material testigo (Referencia del Manual del Codex Alimentarius).

Se recomienda para su calculo a lo menos seis mediciones de blanco matriz ,

testigo reactivo o concentracion estimada cercana al blanco.

LOD = 3,29So0, cuando la incertidumbre del valor medio (esperado) del material
testigo es insignificante, a=p = 0,05 y el valor estimado tiene una distribucién

normal con una varianza constante conocida.

Un criterio de aceptacion adecuado es LC < LOD < LMP. En general también
se sugiere, para un LMP > 0,1 ppm un LOD < 1/10 LMP y para un LMP <0,1
ppm un LOD < 1/5 LMP.

2.3.3.1.4.3 Limite de cuantificacion (LOQ): Una caracteristica del
funcionamiento del método que suele expresarse como sefial del valor
(verdadero) de la medicion que producir4 estimaciones con una desviacion
estandar relativa (RSD) generalmente de 10 % (o 6 %). El LOQ se calcula

mediante la siguiente formula:
LOQ = 10 S,

Se recomienda para su calculo a lo menos seis mediciones de blanco matriz,

testigo reactivo o concentracién estimada cercana al blanco.

En este caso, el LOQ es exactamente 3,04 veces el limite de deteccion, dada
la normalidad y a= B = 0,05. En el LOQ es posible lograr una identificacion

positiva con un nivel de confianza razonable.
Un criterio de aceptacion adecuado es LC < LOD<< LOQ <LMP. En general

también se sugiere, para un LMP > 0,1 ppm un LOQ < 1/5 LMP y para un LMP
<0,1 ppm un LOQ < 2/5 LMP.
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2.3.3.1.5 Exactitud:

El manual del Codex Alimentarius define la exactitud como el grado de

concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia.

El término “exactitud”, esta aplicado a un conjunto de resultados de un ensayo,
y supone una combinacion de componentes aleatorios y un componente comun
de error sistematico o sesgo. Cuando se aplica a un método de ensayo, el

término “exactitud” se refiere a una combinacion de veracidad y precision.

En el siguiente esquema de “Tiro al Blanco”, ampliamente utilizado para
ejemplificar esto, los punto u orificios equivaldrian a los resultados analiticos y
el circulo rojo al centro el rango en el cual se espera este el valor de referencia

(o verdadero).

PRECISION

Alta Baja

VERACIDAD

Fig. 7: Concordancia en los resultados para tener exactitud (BORIS Duffau, 2010)

2.3.3.1.6 Veracidad:
Determina el grado de coincidencia existente entre el valor medio obtenido de

una serie de resultados y un valor de referencia aceptado.

La veracidad puede ser determinada por sesgo o recuperacion.
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2.3.3.1.6.1 Sesgo (s):

La diferencia entre la expectativa relativa a los resultados de un ensayo o una
medicion y el valor verdadero. En la practica el valor convencional de cantidad
puede sustituir el valor verdadero. El sesgo es el error sistemético total en
contraposicion al error aleatorio.

Para determinar el sesgo puede utilizarse material de referencia, material
fortificado, material control, material ensayo de aptitud: Para este fin, se debe
medir un analito de concentracion conocido y se determina la diferencia en
valor absoluto entre el valor conocido y la media del valor obtenido. Una
diferencia sistematica importante en relacion al valor de referencia aceptado se
refleja en un mayor valor del sesgo, cuanto mas pequefio es el sesgo, mayor

veracidad indica el método.

s= X -X;

Donde:

S= sesgo

X = lectura obtenida o valor promedio de las lecturas obtenidas.

Xa = valor asignado, valor certificado del material de referencia o valor
esperado.

Para evaluar el sesgo, se debe realizar la prueba t, en la cual el tobs < t crit:

T calc =Léx ,_]._X
Sxvn

Donde:

t calc=t observado o calculado

Xa = Valor esperado o valor certificado en concentracion

X= Promedio de valores leidos u observados en concentraciéon
S= Desviacion estandar

n= NUumero de lecturas o valores observados.

2.3.3.1.6.2 Recuperacion (R):

Es la fraccidon de la sustancia agregada a la muestra (muestra fortificada) antes

del analisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar.
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La recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al
proceso de extraccidn y la cantidad del analito existente en la muestra original.
Por lo cual, la recuperacion esta intrinsecamente relacionada a las

caracteristicas de la matriz de la muestra.

Se recomienda realizar a lo menos 6 mediciones de cada uno en lo posible en
tres niveles. Se debe considerar al elegir estos niveles el rango de la curva de
calibracion del método, el LOD y el LMP establecido. De manera que los
niveles seleccionados permitan entregar la mejor informacién posible respecto

a la capacidad de recuperacion del método, en cuanto a estos valores criticos.

Se calcula de la siguiente manera:

R= | Co—Co
C,
R= Recuperacion

Ce = es la concentracion de analito de la muestra enriquecida.
CO = es la concentracion de analito medida en la muestra sin adicionar.
Ca = es la concentracion de analito adicionado a la muestra enriquecida.

Siendo:

Se puede igualmente expresar en porcentaje de recuperacion (%R): se calcula
de la siguiente manera:

%R=[R]x 100

En caso de evaluar la recuperacion, se debera realizar prueba t , en la cual el
tcalc<t crit:

tcaic = [ 100 — %R

Sx/n

Donde:

t calc=t observado o calculado

R= Recuperacion

S= Desviacion estandar de las lecturas del porcentaje de recuperacion
n= N° de lecturas o valores observados
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Buscar t-Student tedrico en tabla para grados de libertad (v) y el porcentaje de
seguridad deseado (1-a) para un error a de 0,05, es decir con un 95% de
confianza.

2.3.3.1.6.3 Precision:

La precision podra establecerse en términos de repetibilidad y reproducibilidad.
El grado de precision se expresa habitualmente en términos de imprecision y
se calcula como desviacion estandar de los resultados (Referencia: Manual
Codex Alimentarius 18° Ed.).

2.3.3.1.6.3.1 Repetibilidad:

Es la precision bajo las condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones
donde los resultados de analisis independientes se obtienen con el mismo
método en items de analisis idénticos en el mismo laboratorio por el mismo
operador utilizando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de
tiempo.

Se puede determinar registrando a lo menos 6 mediciones bajo las mismas
condiciones (mismo operador, mismo aparato, mismo laboratorio y en corto
intervalo de tiempo) de un analito en un Material de Referencia. Calcular la
Desviacion Estandar (Sr) y el porcentaje de coeficiente de variacion (CVr%).

2.3.3.1.6.3.2 Reproducibilidad:

Es la precision bajo las condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones
donde los resultados de los andlisis se obtienen con el mismo método en item
idénticos de analisis en condiciones diferentes ya sea de laboratorio, diferentes

operadores, usando distintos equipos, entre otros.

Para determinar la precision de la reproducibilidad intralaboratorio (Ri) ( es
decir, la precision dentro de un laboratorio), se sugiere realizar 3 mediciones de
un Material de Referencia (MRC o material control) una vez por cada semana o

el comportamiento de la curva de calibracion en 3 dias distintos.
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También, se puede determinar registrando a lo menos 10 mediciones en dias
distintos, o en un mismo dia cambiando a lo menos una condicion analitica
(ejemplo: operador, aparato, reactivos y largo intervalo de tiempo) de un analito

en un Material de Referencia.

Calcular la desviacion estandar (SRi) y el porcentaje de coeficiente de variacion
(CVRI %).

2.3.3.1.7 Robustez:

La robustez es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de
no ser afectado por variaciones pequefias pero deliberadas de los pardmetros
del método; proporciona una indicacién de la fiabilidad del procedimiento en un
uso normal. En este sentido el objetivo de la prueba de robustez es optimizar el
método analitico desarrollado o implementado por el laboratorio, y describir
bajo qué condiciones analiticas (incluidas sus tolerancias), se pueden obtener a
través de estos resultados confiables.

Un método de ensayo es mas robusto entre menos se vean afectados sus

resultados frente a una modificacion de las condiciones analiticas.

Entre las condiciones analiticas que podrian afectar a un método se

encuentran:

- Analistas

- Equipos

- Reactivos

. pH

- Temperatura.

- Tiempo de reaccion.

- Estabilidad de la muestra.
- Otros.
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Para esta determinacién se aplica el Test de Youden y Steiner para la
evaluacion de la robustez de un método quimico analitico. Este procedimiento
permite evaluar el efecto de siete variables con solo ocho analisis de una

muestra.

2.3.3.1.8 Aplicabilidad:

Se utiliza el término de Aplicabilidad, cuando un método de analisis puede
utilizarse satisfactoriamente para los analitos, matrices y concentraciones
previstas. La declaracion de aplicabilidad (o &mbito de aplicacion), ademas de
una declaracion del margen de funcionamiento satisfactorio para cada factor,
puede incluir también advertencias acerca de la interferencia conocida de otros

analitos, o de la inaplicabilidad a determinadas matrices y situaciones.

Es decir, la aplicabilidad consiste en una declaracion de las especificaciones
del rendimiento del método, que se entrega en el informe de validacién y que

normalmente incluye la siguiente informacion:

* La identidad de la sustancia analizada, incluyendo en su caso, de especiacion

(por ejemplo, "el arsénico total", "metil-mercurio”).

* El intervalo de concentraciones cubierto por la validacion (por ejemplo, "0-50

ppm")

* Una especificacién de la gama de las matrices del material de prueba cubierto

por la validacién (por ejemplo, "marisco", “productos lacteos”, etc.).

* La aplicacion prevista y de sus requisitos de incertidumbre criticos. (ejemplo:
analisis de residuos de plaguicidas en frutas citricas de acuerdo al reglamento

sanitario de alimentos).

En este sentido, la prueba de aplicabilidad, consiste en el ambito de aplicacién
del método declarado por el responsable de la validacion, una vez concluida

esta.
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En aquellos casos que se trate de un método normalizado u oficializado, esta
declaracion se realiza de acuerdo a los antecedentes bibliograficos o

normativos del método.

2.3.3.1.9 Incertidumbre:

La incertidumbre de una medicion es el parametro asociado al resultado, es
decir, caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser

atribuidos al mesurando.

En este sentido, es importante que para un método validado o verificado por el
laboratorio, se realice la determinacion de las diferentes fuentes o
componentes de la incertidumbre de la medicién presentes:

a) Muestreo
b) Efectos de la muestra: tipo de matriz, almacenamiento, etc.

c) Sesgos Instrumentales: Las debidas a las caracteristicas de los equipos
utilizados para realizar las medidas tales como: deriva, resolucién, magnitudes

de influencia. Ejemplo: temperatura, presion.
d) Pureza de Reactivos: materiales de referencia, preparacién de estandares.

e) Analista: Las debidas a la serie de mediciones: variaciones en
observaciones repetidas bajo condiciones aparentemente iguales. Ejemplo:

paralelaje.

f) Condiciones de medicién: Las debidas al certificado de calibraciéon: en él se
establecen las correcciones y las incertidumbres asociadas a ellas, para un
valor de k determinado, en las condiciones de calibracion. Ejemplo: material

volumétrico, etc.
g) Condiciones de medicion: temperatura, humedad, etc.

h) Otras: Método (por ejemplo al interpolar en una recta), tablas (por ejemplo

las constantes), pesada, alicuota, efectos computacionales, etc.
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Generalmente para el andlisis de las fuentes de incertidumbre se utiliza el
diagrama de espina de pescado u otro tipo de disefio esquemético que permita
con facilidad identificar las fuentes de incertidumbre presentes durante el

proceso analitico. Ejemplo:

Paso 1: Paso 2 Paso 3: Paso 4:
Convertir

componentes en

Determinar I Hidumb Determinar Determinar
Fuentes nceill l;m re incertidumbre incertidumbre
de incertidumbre estandar combinada expandida

-m

Fig 8: Diagrama con los pasos para la determinacion de la incertidumbre. (BORIS Duffau,
2010).

En este sentido, el laboratorio debe demostrar que las caracteristicas de
desempefio del método analitico utilizado, son adecuadas para el uso

destinado:
Exactitud
Eror sistemdtico Enor aleatorio
Veracidad isié
( } “ e {Precisién)
Aplicacién —I
Selectividad RN EGEER ‘ Repetibilidad Reproducibilidad

Linealidad Limite de deteccion

Sensibilidad Limite Cuantificacion
T T T
| Robustez !
| |

,,,,,,,,,,,,,,,

Incertidumbre de la
Medicién

Fig 9: Diagrama general y los pasos principales que se deben tomar en cuenta para la
validacion (BORIS Duffau, 2010).
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2.3.3.2 Selecciéon del método:

2.3.3.2.1 Métodos espectrofotométricos UV-Vis: metodologias simples y
econbmicas, basadas en reacciones colorimétricas que involucran

selectivamente As(lll) o As(V).

2.3.3.2.2 Absorcién atdomica-generacion de hidruros (AAS-HG):
metodologia sencilla que requiere instrumentacion relativamente econdémica y
muy versatil, con excelente poder de deteccion para arsénico total e inorganico

(para este Ultimo se requiere separacion previa).

2.3.3.3 Absorcion atémica con horno de grafito (AAS-GF): similar al anterior
con limites de deteccién algo mayores, dependiendo de la matriz analizada,

gue requiere de analistas altamente entrenados.

* Espectroscopia de emision-plasma inductivo de argon (ICP-OES): técnica
que requiere equipamiento costoso y analistas entrenados, pero con muy
buenos limites de deteccion y amplio ambito lineal dinamico, lo que permite

analizar rangos de concentracion variables de arsénico.

* Espectrometria de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-
MS): técnicarobusta y sensible; es muy conveniente para aguas. Requiere
equipamiento muy costoso, instalaciones especiales y una larga y compleja
capacitacion de los analistas. Provee excelentes limites de deteccion.

* Florescencia atdomica-generaciéon de hidruros (AFS-HG): técnica
semejante a la absorcién atdbmica con generacion de hidruros, que provee
mejores limites de deteccion, pero que necesita de mayores volimenes de

muestra para cada ensayo.
* Técnicas acopladas: El acoplamiento de técnicas separativas, entre ellas la

cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC), asociadas a sistemas de

deteccidén especificos, como los mencionados en el parrafo anterior, hacen
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posible la determinacion de especies arsenicales tanto organicas como

inorganicas, haciendo posibles los estudios de especiacion.

A continuacion se describen las técnicas acopladas comunmente utilizadas

para la determinacion de especies arsenicales organicas e inorganicas:

* Cromatografia liquida de alta resoluciéon asociada a espectroscopia de
emision mediante plasma inductivo de argon (HPLC-HG-ICP-OES): a
través de esta técnica es posible la evaluacion de especies arsenicales, pero
los limites de deteccién son s6lo compatibles con altos niveles del/de los

analito/s a determinar.

+ Cromatografia liquida de alta resolucién asociada a generacion de
hidrurosespectroscopia de emisién mediante plasma inductivo de argon
(HPLC-HGICP-

OES): asociando estas técnicas a la generaciéon de hidruros se obtienen
niveles de deteccion menores, llegando a incrementarse las sefiales hasta en

dos 6rdenes de magnitud.

« Cromatografia gaseosa acoplada a generacion de hidruros-
espectroscopia de absorcién atomica (HG-GC-AAS) y Cromatografia
gaseosa-trampa fria-acoplada a espectroscopia de absorcion atémica
(HG-CT-GC-AAS): técnicas economicas, con alto poder de deteccion y
aplicables a la determinacion de especies arsenicales organicas e inorganicas
a niveles de ultratrazas, utilizadas por laboratorios de investigacion y aun no

disponibles comercialmente.

+ Cromatografia liquida de alta resolucién asociada a generacién de
hidrurosespectroscopia de fluorescencia atémica (HPLC-HG-AFS): técnica
con limites de deteccion excelentes, adecuada para determinacion de especies
arsenicales a niveles de ultratrazas, versatil y de costo de operacion razonable
(Capitulo 8).
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* Cromatografia liquida de alta resoluciéon asociada a generacién de
hidrurosespectroscopia de absorcion atomica (HPLC-HG-AAS): la técnica
mas difundida para estudios de especiacion por su simplicidad, bajo costo,
facilidad de operacion ylimites de deteccion adecuados para determinacion a

niveles de trazas.

 Cromatografia liguida de alta resolucion-plasma inductivamente
acopladoespectrometria de masas (HPLC-ICP-MS): técnica ampliamente
utilizada para la determinacién de especies arsenicales inorganicas y organicas
a nivel de ultratrazas en matrices acuosas, ambientales, alimentarias y

bioldgicas. Su costo es muy elevado.

+ Cromatografia liquida de alta resolucién asociada a generacion de
hidrurosplasma inductivamente acoplado-espectrometria de masas
(HPLC-HG-ICPMS): provee las ventajas del HPLC-ICP-MS con mejores limites
de deteccién debido a la generacion de compuestos volatiles. La separacion y

deteccion son excelentes para especies arsenicales volatiles.

+ Cromatografia liquida de alta resolucibn asociada a plasma
inductivamente acoplado—espectrometria de masas con “electrospray”
(HPLC-ES-MS) y Cromatografia liquida de alta resolucion asociada a
plasma inductivamente acoplado-detecciéon por doble masa con
“electrospray” (HPLC-ES-MS-MS): se usan crecientemente para confirmar la
identificacion de las especies y proveer informacion estructural sobre nuevos
compuestos. La cuantificacion es dificil, y es imprescindible contar con

analistas altamente entrenados.

» Técnicas electroquimicas: usan equipamiento econdmico y sencillo con

limites de deteccién adecuados.
* Métodos de espectroscopia con rayos X:. se usan para registrar in situ

datos primarios sobre el entorno quimico del atomo de As. El presente volumen

contiene ademas una breve resefa de las formas arsenicales mas comunes en

44



agua y suelos, y una detallada descripcion sobre el tratamiento de las muestras

antes de su analisis.

2.3.3.3 Espectroscopia
2.3.3.3.1 Introduccion:

Uno de los pioneros en la espectroscopia fue Isaac Newton, quien a principios
de 1600 observo y estudié el comportamiento de la luz solar cuando esta
atraviesa por un prisma. En 1831, J.F. Herschel demostro, que las sales de
diferentes metales producen distintas coloraciones a la flama cuando las sales
disueltas o en forma directa son puestas en contacto con ésta. Asi por ejemplo
la sales de calcio dan a la flama un color naranja, las de sodio un color amarillo,
las de potasio un color violeta, las de cobre un verde azulado, las de estroncio
un color verde amarillo, etc. Estas observaciones fueron corroboradas
posteriormente por otros investigadores sugiriendo que de esta forma podria

identificarse el metal formador de la sal en un compuesto quimico especifico.

Kirschoff y Bunsen en 1859 ampliaron el conocimiento de la naturaleza de este
fenébmeno, cuando la luz colorida producida por el metal en la flama la hicieron
incidir en un depadsito optico que separa la radiacion emitida por el metal, de la
luz solar. En éste instrumento que fue Illamado espectroscopio
(espectroscopio= observacién del espectro) se observa que cada metal que
emite radiacion de diferente color, presenta lineas que aparecen en diferentes
posiciones en la pantalla o campo de observacibn, y esto es
independientemente de las condiciones en que se realiza el experimento asi
como de la naturaleza de la sal metalica y Unicamente depende del metal.
Adicionalmente, la intensidad de la linea esta directamente relacionada a la

concentracion del elemento en solucion.
A principios del siglo XX no se conocian todos los elementos de la tabla

periddica y frecuentemente se incurria en errores, al dar por descubiertos

elementos nuevos cuando en realidad eran elementos ya conocidos.
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Gracias al desarrollo de la espectroscopia cuando se daba la noticia de haber
encontrado algun elemento nuevo, se observaba su espectro. Si este ya
coincidia con los elementos ya conocidos se descartaba la novedad del
elemento, si por el contrario no coincidia con ninguno de los espectros de
elementos ya conocidos la prueba era inobjetable y se consideraba uno mas de

la lista de elementos quimicos.

Aunque las aplicaciones de la espectroscopia en el analisis cualitativo fueron
casi inmediatas, su utilidad en el aspecto cuantitativo tuvo que esperar muchos
afos, ya que el desarrollo cientifico y tecnolégico de ese momento era

insuficiente.

A pesar de que como se ha mencionado antes, el potencial de la
espectroscopia en el analisis cuantitativo era conocido desde fines del siglo
pasado, su desarrollo y amplia aplicacion en el andlisis quimico es tan reciente
que apenas en 1952 tuvo desarrollo el primer equipo comercial de

espectroscopia de absorciéon atdmica para la cuantificacién de metales.

Esta lentitud en la adaptacion de técnicas espectroscépicas al analisis quimico
cuantitativo ha sido compensada por el alto grado de desarrollo que ha

alcanzado en los ultimos afios.

2.3.3.3.2 Definicion:

El término espectroscopia significa la observacion y el estudio del espectro, o
registro que se tiene de una especie tal como una molécula, un ion o un atomo,
cuando estas especies son excitadas por alguna fuente de energia que sea

apropiada para el caso.

2.3.3.3.3 Espectroscopia de absorcion atomica (AAS)

La espectroscopia de absorcion atdmica mide la cantidad de luz que es
absorbida por los &tomos del analito a la longitud de onda resonante.
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Absorbancia

Concentracion

Fig. 10: Grafico de variacion de la absorbancia en funcion de la concentracion de analito.

La luz que se absorbe sigue la ley de Lambert-Beer de acuerdo con las

siguientes ecuaciones simplificadas:

T=1lo% A =100 - %T

A =log (lo/l) A = g*c*l
Donde T = transmitancia, | = intensidad de la luz después de atravesar la
solucién conteniendo el analito, |0 = intensidad de luz incidente, A =

absorbancia, | = longitud de paso éptico (cm), ¢ = concentracion del analito (mol

L-1), € = coeficiente de absorcion molar (L mol-1 cm-1).

La luz incidente (de las longitudes de onda especificas a las cuales absorben
los atomos del analito) es emitida por una lampara de catodo hueco o de
descarga sin electrodo y es absorbida por la solucion que es interceptada por la
luz. A continuacion, damos algunas caracteristicas de las lamparas usadas

normalmente.

- LAmpara de catodo hueco: la fuente de luz se llena con un gas inerte como
Ne o Ar a baja presion (10-15 torr), el cual es ionizado en el anodo. Los iones
de Ne cargados positivamente son atraidos por las cargas negativas del
catodo, que esta formado por el elemento de interés y, al chocar con el mismo,
expulsan a los atomos y los excitan. Al regresar los &tomos a su estado basal,

producen el espectro de emision del elemento a analizar.
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- LAmpara de descarga sin electrodo: produce las lineas espectrales por
excitacion de radiofrecuencia del gas inerte que ioniza al metal. Este tipo de
lamparas se usa para compuestos mas volatiles o materiales no conductores.
La intensidad de la luz emitida es 10 a 100 veces mayor que la lampara de
catodo hueco, pero menos estable. El uso de estas lamparas disminuye los
limites de deteccién del As (BEATY R. y otros, 2002).

2.3.3.3.3.1 Generacién de hidruros

La técnica de absorcién atbmica con generacion de hidruros permite cuantificar
en el orden de ppb o ultratrazas elementos como As, Se, Hg, Sn, Sb, Ge, Biy

Te, que tienen la propiedad de formar el hidruro correspondiente.

La muestra disuelta en acido diluido se mezcla con un agente reductor, tal
como una solucién de cinc y acido clorhidrico, cloruro de estafio (SnClI2) o
borohidruro de sodio (NaBH4). Esta reaccion produce H atbmico que reacciona
con el As, Se, Hg, Sn, Pb, Sb, Ge, Biy Te en la solucién para formar hidruros
volatiles. El borohidruro de sodio es el reductor mas utilizado. (HOWARD A,
1997).

Los hidruros volatiles como la arsina (AsH3) son arrastrados por un gas
portador como nitrdgeno a una celda de cuarzo, que es calentada por una
llama de aire-acetilieno a una temperatura optimizada para producir la
atomizacion del analito. Cuando los gases pasan a través de este tubo
calentado, ocurre una descomposicion térmica, y se liberan los atomos del

elemento.

Al pasar la luz emitida por la lampara a través del conjunto de atomos, la
absorcion crece a medida que éstos se producen, llega a un maximo y cae al
consumirse el analito y agotarse los atomos de la celda de absorcion. Se puede
registrar el maximo de absorcion, que corresponde a la altura de pico, o el area
bajo la curva, para relacionarlas con la concentracion del analito. La

cuantificacion de las diferentes especies de As puede realizarse separandolas
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antes de la formaciébn del hidruro mediante procedimientos como la
cromatografia (GONG H, 2002), o bien a través del cambio en las condiciones
de formacion de los hidruros como tiempos de reaccion y reactivos especificos
(HOWARD Ay otros, 1997).

2.3.3.3.3.2 Mineralizacion

Previamente a la generacion de la arsina, la muestra, en caso de contener
materia organica, debe ser sometida a un proceso de digestién para destruir los
compuestos organicos del As y oxidarlo a As(V). ElI As(V) presente en el
mineralizado es luego reducido a As(lll) por reaccién con yoduro de potasio o
cloruro de estafo, el que posteriormente es convertido a arsina con borohidruro

de sodio.

Una molécula proteica, por ejemplo, por un mecanismo de neutralizacion de
cargas eléctricas o por fendbmenos de absorcién o adsorcion, forma con los
compuestos metalicos y no metalicos combinaciones de elevado peso
molecular en las cuales desaparecen todas las caracteristicas propias de los
iones en solucién. En esas condiciones, resulta improbable reconocer un
elemento metdlico ya que no puede ionizarse suficientemente como para
producir una concentracion adecuada de iones. Por ello es que se hace
necesario destruir, disgregar o mineralizar la materia organica.

La mineralizacion de la materia organica es un proceso de combustion en el

cual todo el carbono se transforma en CO2.

2.3.3.3.3.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA CON
GENERACIONDE HIDRUROS Y SISTEMA DE INYECCION EN FLUJO (FIAS)

La espectroscopia de absorcion atdmica con generacion de hidruros y sistema
de inyeccion en flujo (Flow Injection Atomic Absorption Spectrometry, FIAS) es
un procedimiento muy utilizado para la cuantificacion del arsénico, ya que

permite el analisis de menor cantidad de muestra, disminuye la produccion de
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residuos y de arsina (cuya toxicidad es elevada) y posibilita también la

automatizacion de la técnica.

Se ha definido el sistema FIAS como una técnica analitica para la
automatizacion de los analisis por via humeda. Se basa en la manipulacion
fisica y quimica de una zona que contiene la muestra dispersa formada por la
inyeccion de la misma en un fluido portador. Un arreglo de FIA tipico consta de

una bomba, una valvula de inyeccion y un sistema de tuberias o mangueras.

NWM

N
)

%

BP

Fig. 11: Esquema de un arreglo de FIA tipico. M: muestra, R: reductor (NaBH4), A: portador
(HCI), BP: sistema de bombas peristalticas, VI: valvula de inyeccion, Ar: argén, Ri: rizo de reaccion, S:
separador gas-liquido, At: atomizacion, D: desecho.

La bomba se utiliza para impulsar una o0 mas corrientes al detector por una
manguera angosta. Estas corrientes pueden contener los solventes, reactivos o
soluciones reguladoras. La vélvula de inyeccion se utiliza para introducir
periodicamente un pequefio volumen de muestra en el flujo portador. Conforme
se transporta la muestra hacia el detector (debido a la dinamica del flujo
ocasionada por las mangueras angostas y su arreglo), la muestra y los
reactivos se mezclan y forman las especies que pueden registrarse por un
detector especifico como picos transitorios. Cabe sefialar que en el momento
de la deteccion no se alcanza ni el equilibrio fisico ni quimico. Las
caracteristicas del pico dependen de la hidrodinamica del sistema. Al trabajar
en condiciones éptimas, la altura y el area de los picos son proporcionales a la
concentracion y se usan para la determinacion de la misma en la solucién
problema al compararlas con las de los patrones (CANIZARES-Macias M.P,
GLOBAL FIA, 2002).
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Al utilizar el sistema FIAS es muy importante tener en cuenta que la
sensibilidad depende de la cantidad de muestra inyectada, del tiempo permitido
para la reaccion, de la cantidad que se desecha en el separador gas-liquido,
del flujo de argén y de las condiciones de la superficie de la celda de cuarzo
(PERKIN Elmer, 2000).

2.3.3.3.3.3.1 Procedimiento de operacion para la determinacion de
arsénico soluble en agua mediante el método de generacion de hidruros

(fias) y absorcion atomica.

2.3.3.3.3.3.1.1 Aplicacioén

e [Este método es aplicable a la determinacion de arsénico en muestras de
agua potable, superficial, subterranea y residual. El mismo esta basado en
el protocolo establecido en la referencia.

¢ Ellimite de deteccion de este método es 0,10 ug As L-1.

e Mediante este método se puede determinar el arsénico en un rango de 0,10
hasta

e 10,00 pg As L-1, y por dilucion a concentraciones mayores.

2.3.3.3.3.3.1.2 Resumen del método

El arsénico forma hidruros covalentes volatiles por reaccién con el borohidruro
de sodio en solucion &cida, y su generacibn como gas permite que sean
transferidos a una celda de cuarzo calentada a 900 °C donde se produce la
disociacion y atomizaciéon de los mismos.

De esta forma, se realiza la determinacion de arsénico por la generacion de sus

hidruros mediante el sistema de inyeccion de flujo FIAS.

2.3.3.3.3.3.1.3 Precauciones de seguridad

e Se requieren guantes quirdrgicos, mandiles, mascarilla para &cidos y

anteojos de proteccién, asi como tapones reductores de ruido.
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Cada reactivo debe ser considerado como un peligro potencial a la salud, y
la exposicion a estos compuestos debe ser minimizada por buenas
practicas de laboratorio.

La manipulacion de acidos concentrados debe realizarse en campana
extractora de gases, y se debe evitar la inhalacidn, ingestion y el contacto
con la piel.

El hidréxido de sodio es una base fuerte; en contacto con la piel y ojos
puede causar irritaciones severas o quemaduras.

El borohidruro de sodio reacciona fuertemente con agua y acidos, liberando
hidrogeno. Puede presentarse peligro de explosidén, especialmente si se
calienta.

4.5.3.6. Deben lavarse escrupulosamente las manos después de manipular

soluciones concentradas de arsénico.

2.3.3.3.3.3.1.4 Precauciones para la operacién

La solucibn madre de arsénico estandar certificado, disponible

comercialmente, debe usarse dentro de su tiempo de vigencia.

Las soluciones estandar de 100 mg As L-1 y la solucion estandar de 5,0 mg
As L-1 se prepara cada dos meses. Las soluciones estandar de 50 y 20 ug
As L-1y los estandares de calibracidon se preparan el dia del analisis.

La solucion de borohidruro de sodio e hidroxido de sodio debe prepararse el
dia del analisis. No debe guardarse para su posterior uso.

El &cido nitrico concentrado debe afiadirse por las paredes del Erlenmeyer
para evitar que se proyecte el liquido y ocasione quemaduras al analista.

El acido sulfarico concentrado debe afadirse por las paredes del
Erlenmeyer para evitar que se proyecte el liquido y ocasione quemaduras al
analista.

La solucidén de acido ascorbico y yoduro de potasio debe prepararse el dia
del andlisis. No debe guardarse para su posterior uso.

Reemplazar el tubo de argon cuando la presion sea menor de 100 psi.
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Verificar que la celda de cuarzo esté limpia y no presente rayados e

imperfecciones.

Se deben tomar las siguientes precauciones:

v
v

Verificar que la presion del tubo de argdn sea de 60 psi.

Verificar el buen estado de las mangueras conductoras de flujo.

2.3.3.3.3.3.1.5 Lavado del material de trabajo:

v

NN NN

Todo el material de vidrio debe enjuagarse con agua de grifo,
inmediatamente después ser usado en el andlisis de arsénico.

Separar el material de vidrio que presente roturas o rajaduras. Este material
debe depositarse en los contenedores para vidrio en desuso.

Remover las etiquetas y los grabados utilizando alcohol industrial y una
esponja.

Enjuagar con abundante agua de grifo.

Lavar el material con una escobilla de tamafio y forma adecuada, fregando
por dentro las llaves de paso y otras pequefias piezas con solucion de
detergente especial (Extrdn neutro Merck o similar) para limpieza de
material de vidrio.

Enjuagar con abundante agua de grifo para remover los residuos de
detergente.

Colocar los frascos en una solucién de acido nitrico 1:3. Es aconsejable
dejar los frascos en el bafio de acido durante 8 horas como minimo.
Enjuagar con abundante agua de grifo.

Enjuagar con pequefias porciones de agua destilada por tres veces.
Enjuagar con agua ultrapura.

Dejar escurrir.

Secar en estufa a 50 °C por una hora los materiales de boca ancha y

durante tres horas los materiales de boca angosta.

En general, el material de vidrio utilizado en el analisis de trazas de arsénico

(frascos para almacenar reactivos, frascos Erlenmeyer, pipetas, probetas y
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otros) debe seguir el mismo procedimiento de limpieza y sélo se utilizara en los

andlisis de trazas de arsénico.

Todo el material debe ser lavado antes de su uso y, una vez limpio, no debe
ser expuesto al ambiente a excepcién de lo estrictamente necesario. Las
pipetas volumétricas calibradas

Clase A y los matraces volumétricos se secan a temperatura ambiente. Los
frascos utilizados para el almacenamiento de las muestras pueden ser de vidrio

borosilicatado o polietileno.

2.3.3.3.3.3.1.6 Limpieza de la celda de cuarzo

e Antes de realizar la lectura por generacion de hidruros se debe verificar que
la celda de cuarzo esté limpia.

e Utilizar acido fluorhidrico con extremo cuidado usando recipientes de
plastico.

e Retirar las ventanas de la celda. Colocar la celda en un bafio de acido
fluorhidrico concentrado (40%) por 20 minutos. Después lavar con
abundante agua de grifo, enjuagar con agua ultrapura y secar con aire

purificado. Colocar las ventanas e instalar la celda.

Esta limpieza debe hacerse cuando disminuye la absorbancia caracteristica del
arsénico en 30% (por ejemplo, el estandar de As de 10 pyg L-1 presenta una
absorbancia de aproximadamente 0,400).

2.3.3.3.3.3.2.1.7 Interferencias:

Pueden suprimir la respuesta de los hidruros de arsénico concentraciones de
100 ug L-1 Ag, Au, Pty Pd, concentraciones mayores a 1 mg L-1 de Cu, Pb, Ni
y concentraciones entre 0,1-1,0 mg L-1 de elementos que forman hidruros (B,

Sh, Sn, Te). Altas concentraciones de acidos deprimen la sefial de absorcion.

2.3.3.3.3.3.1.8 Instrumental/materiales:
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Nota: Las marcas y modelos de instrumentos son referenciales y el
procedimiento puede ser aplicado para equipos similares. Tomar las marcas los

modelos sélo como ejemplo.

v Espectrofotdbmetro de absorcién atomica GBC modelo con sistema Optico
de doble haz, monocromador de doble rendija y fotomultiplicador de amplio
rango

(189 — 852 nm).

Sistema analitico de inyeccién de flujo automatico, modelo FIAS-100.

Celda de cuarzo.

Sistema de separacion gas-liquido.

Lampara de catodo hueco para arsénico.

Computadora.

Programa Savant.

Balanza analitica de precision.

Frascos Erlenmeyer de 250mL.

Probetas de 50mL.

Pipetas volumétricas clase A de 0,5, 1, 2, 3, 5, 10.

Micropipeta de 100 a 1000 uL.

Vasosde 0,5y 1,0 L.

Espétulas.

NN N N N T N N e N N N N NN

Frascos de plastico de 250 mL con tapa.

2.3.3.3.3.3.1.9 Reactivos

Nota: Se deben utilizar reactivos de grado analitico o superior y que cumplan
con normas internacionales de calidad (ACS, 1SO).

Nota: Todos los reactivos se deben almacenar en recipientes adecuados,
provistos de etiquetas indicando el nombre del reactivo, fecha de preparacion e

iniciales del analista.
v' Agua ultrapura grado reactivo tipo Il segin especificacion del Standard
Methods.

v" Acido nitrico (HNO3) concentrado (65%), p.a.
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Acido clorhidrico (HCI) concentrado (37%), p.a.

Solucién de borohidruro de sodio e hidroxido de sodio. Se disuelven 3 g de
NaBH4 y 3 g de NaOH con agua ultrapura hasta alcanzar un volumen de
500 mL.

Solucién de acido clorhidrico 3M. Se diluyen 12,46mL de acido clorhidrico
concentrado y se llevan a 500 mL con agua ultrapura.

Solucion de acido ascorbico e yoduro de potasio. Se disuelven 5,0 g de
acido ascérbico y 5,0 g de yoduro de potasio con agua ultrapura hasta
alcanzar un volumen de 100 mL.

Solucién madre 1,0 g As L-1.

Solucion estandar de As (estandar certificado disponible comercialmente)
Solucion estandar 100 mg As L-1. Se diluyen 10,0 mL de solucion madre
1,0 g As L-1 con una solucion de HCI (5/1000) hasta alcanzar un volumen
de 100 mL.

Solucion estandar 5,0 mg As L-1. Se diluyen 5,0 mL de solucién estandar
100 mg As L-1 con una solucion de HCI (5/1000) hasta alcanzar un volumen
de 100 mL.

Solucion estandar 50 pg As L-1. Se diluye 1,0 mL de solucion estandar 5,0
mg As L-1 con una solucion de HCI (5/1000) hasta alcanzar un volumen de
100 mL.

2.3.3.3.3.3.2 Muestreo y preservacion

v

Debido a la elevada sensibilidad del método analitico, evitar la
contaminacion externa. Los frascos de muestras, conservadores y material
de plastico deben estar libres de arsénico.

Para la determinaciéon de arsénico en agua, las muestras se preservan con
acido nitrico hasta pH < 2. Se afiade 1,0 mL de &cido nitrico por litro de
muestra. Se almacena a una temperatura de 4 °C, por un tiempo maximo de
seis meses.

Para la determinacion de arsénico disuelto, la muestra debe ser filtrada a
través de un filtro de membrana de 0,45 ym de porosidad, tan pronto como
sea posible después de su recolecciéon. Se acidifica el filtrado con acido

nitrico diluido 1+1 hasta pH < 2.
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2.3.3.3.3.3.3 Anélisis de datos

v El contenido de arsénico total en la muestra se calcula de la siguiente
manera:

Donde:

[As] = concentracion de arsénico en la muestra en ug As L-1.
[As]e = concentracion de arsénico registrado por el equipo en ug As L-1.

[Blanco] = concentracion del blanco registrado por el equipo en ug As L-1.

2.3.3.3.3.3.3.1 Registro

Se generan los siguientes registros, los cuales se encuentran en la sala de

instrumentacion:

v' Cuaderno de toma de muestras: es un registro de las muestras para analisis
de arsénico, donde se consigna el nombre del analista, fecha de andlisis, el
método que se aplica, la identificacion de la muestra, acompafiado de su
control de calidad, alicuota tomada sea en peso o volumen y volumen final a
la que se lleva.

v Formato de preparacion de reactivos: donde se registra la fecha de
preparacion, reactivo preparado, volumen de la solucién preparada, marca y
lote del reactivo, tiempo de duracion méxima, nombre del analista que
preparo.

v' Formato de preparacion de estandares de calibracion y control: se registra
fecha de preparacion, volumen preparado, nombre del analista que los
prepard, marca y lote del estandar. El frasco de almacenamiento tiene una
etiqueta donde se indica estandar preparado o estandar control, fecha de
preparacion, iniciales del analista, la concentracibn de cada analito,
preservacion, tiempo de duracion maximo.

v' Cuaderno de mantenimiento de los equipos: donde se sefalan los
problemas en el equipo, para el mantenimiento preventivo y correctivo del

mismo.
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Cuaderno de disposicion de muestras y extractos: se registra fecha de
ingreso, lote, fecha de eliminacién, nombre del responsable de las muestras
y extractos en custodia.

Cuaderno de no conformidades: se registran la fecha y nombre del
responsable,

Resultados de analisis de arsénico SavantAA: donde se archiva la copia
impresa de los resultados del programa SavantAA.

Resultado analisis de arsénico: donde se archivan los resultados finales.
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2.4 Categorias Fundamentales:

2.4.1 Variable Dependiente

Deteccion de
metales
pesados

Reduccion
de
toxicidad

Reduccion de
contaminacion

Cumplimiento
de NORMA
INEN 1108

2.4.2 Variable Independiente

Métodos
analiticos

Absorcion
atomica

Validacion de
técnica para
analizar As
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2.4.3 Diagrama del Proceso:

Figura 12: Proceso de determinacién de As.

Preparacién de estandares a
diferentes concentraciones
conocidas

Preparacion de los reactivos
(NaBH4 — HCI)

Abrir valvula de los gases
(acetileno - argén)

Adaptacion de la lampara de
As y celda de cuarzo

i

Programacion en el software
con los parametros

l

Corrida de prueba




2.4.4 Condiciones para programar en el equipo:

Tabla 7: Condiciones para programar en el equipo GBC Savant.

Amperaje de la lampara 193.7 nm

Paso de banda 1.0 nm (Estandar HCI)
2.0 nm (Super lampara)

Corriente de la ldmpara 8.0 mA (Estandar de HCI)

25.0 mA (Super lampara)

Condiciones de la llama

Programable Combustible 1.2 a 1.3 L/min
Aire minimo de aire

Manual Combustible 1.8 a 2.0 L/min
Aire sin refuerzo adicional

EHG3000 ajustes Rango éptimo de temperatura: 880 —
1000°C

Fuente: Manual de operacion y servicio GBC (2010).

2.4.5 Preparacion de agentes:

2.4.5.1 NaBH, solucion:

Preparar aproxidamente 500 ml de borohidruro de sodio:
Disolver 3 g de NaBH,4 y 3 g de NaOH (Grado reactivo de laboratorio mejor) en

agua desionizada, aforar a los 500 ml y colocar en los recipientes del HG3000.

2.45.2 Acido:

Disolver 12,46 ml de HCI concentrado en agua desionizada, aforar en un balén
hasta 500ml. Llenar la otra botella con 500 ml de &acido clorhidrico concentrado

(3 M aproximadamente).

2.4.6 Preparacién de los estandares:

La concentracion del estandar patrén es de 1000 ppm de arsénico con algunas
minimas trazas de acido nitrico. De este debemos ir realizando las diluciones
primero a 1 ppm (1000 ppb) y de esta a los siguientes 4, 6, 8, ...... 100 ppb con
la ayuda de pipetas volumétricas y micropipeta ya que los volumenes que se

trasladan de un bal6n a otro son pequefios (uL).
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Se debe tener muy en cuenta la limpieza de los materiales, el aforo de las
pipetas volumétricas y el aforo en los balones, de esto depende la efectividad

de la calibracion.
2.4.7 Calibracién del Equipo:

Colocar la lampara de catodo hueco exclusiva para arsénico, ademas colocar
la celda de cuarzo en el paso de haz de luz.

Con las perillas méviles ajustar el soporte donde se encuentra la celda de
cuarzo hasta que el haz pase totalmente integro desde la ldmpara por todo la
celda hasta el extremo opuesto sin ninguna interferencia ya que si la luz no
pasa completamente sin rosar en ningin componente del equipo ni de la celda

podria afectar la medicion dandonos lecturas de absorbancia equivocadas.

2.4.8 Calibracion del software:
El software viene ya con el equipo de AA es de la empresa GBC denominado

SavantAA ver 3.02 el cual consta de las siguientes configuraciones:

Métodos:

||| GBC SavantAa Ver 3.02 - Metoda - Metodo
Archive Metodo Ventana Seguridad Modulo Ver Ayuda

=da? ee

Elemento s ﬂ Super Lampara

M atriz | Descripcion

Instrumento

Medicion

Calibracion
Estandares

Calidad

Fig. 13: Imagen capturada del software Savant GBC

En métodos se encuentran las sub categorias:
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Descripcion: aqui nos permite seleccionar el elemento de la tabla periddica
gue deseamos analizar.

Instrumento: cambiar la longitud de onda y el amperaje de la lampara.
Medicién: permite escoger el modo de medicion (altura maxima), tiempo de
lectura y el nimero de réplicas.

Calibracion: configurar el modo de calibracién de la curva, unidades de la
concentracion del analito, nimero de decimales del resultado, etc.

Estandares: se afiade los estandares, determinando la concentracion de cada
uno.

Calidad: se configura la calidad de la calibracion y los limites cuando esta es
permitida o cuando esta fallo.

Flama: permite escoger el tipo de gas que se va a escoger, el flujo del gas

combustible y el flujo del aire.

2.5 Hipotesis:
2.5.1 Hipotesis nula

No es posible la determinacién de arsénico en muestras de agua potable, por
medio de espectroscopia de absorcion atémica con técnica de generador de

hidruros.
2.5.2 Hipotesis alternativa

Si es posible la determinacion de arsénico en muestras de agua potable, por
medio de espectroscopia de absorcion atdmica con técnica de generador de

hidruros.

2.6 Sefialamiento de Variables:

2.6.1 Variable dependiente.

Cuantificacién de arsénico en el agua potable para cumplir NORMA INEN
1108.
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2.6.2 Variable independiente.

Validacion técnica para determinacion de arsénico.
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CAPITULO IlI
MARCO METODOLOGICO

3.1 Enfoque de la investigacion:

La presente investigacion es cuantitativa ya que fue necesario realizar la
validacion del método analitico para determinar arsénico por espectroscopia de

absorcion atomica con generador de hidruros en agua potable y crudas.

3.2 Modalidad.

Se realiz6 una investigacion experimental en el Laboratorio de Control de

Calidad de la Emapa-I.

3.3 Tipo:

Exploratoria: fue necesario el analisis en el equipo de las condiciones Optimas.
Con la técnica de vapor frio, asi como un material de referencia.

Descriptiva: al ser el arsénico un contaminante en agua fue necesario
determinar la concentracion mediante la aplicacion de espectroscopia de
absorcién atdmica con generador de hidruros.

Asociacién de variables: existen varios parametros a determinarse los cuales

permitiran conocer los niveles de recuperacion de arsénico en los analisis.

3.4 Poblacion y muestra:

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Control de Calidad de
la Emapa-l, la curva de calibracion fue realizada con concentraciones de
estandares en un rango adecuado con el fin de cumplir la norma INEN 1108
para agua potable y también analizar posteriormente aguas crudas y

residuales.
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3.5 Operacionalizacion de variables:

Ver siguiente pagina.

3.6 Recoleccién de datos:

Los datos obtenidos se recolectaran por medio de andlisis cuantitativos.

3.7 Tratamiento:

Disefio Experimental.

Se aplicé un disefio experimental no probabilistico, ya que se sigue la
metodologia disefiada por el fabricante del equipo, pero si es necesario
comprobar los resultados obtenidos de validacién con las pruebas estadisticas
de linealidad, exactitud, varianza, incertidumbre, etc.

Lo ideal es realizar varias curvas y poder comprobar con la linealidad del
coeficiente de correlacion y la otra forma de comprobar es con la muestra de

referencia.

3.8 Interpretacidn

La interpretacion de los resultados sera segun la configuracion del equipo y el
tipo de archivo que escojamos para la exportacion.

En los resultados se incluye la curva de calibracion si es que se desea afiadir
con sus respectivos indices de determinacién y correlacién (R y r®, o ademas

los datos de concentracion y absorbancia de cada muestra o estandar.
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3.9 Operacionalizacion de variables.

Tabla 8: Variable Independiente: Cumplimiento de la norma INEN 1108 2011

Conceptualizacion Categorias Indicadores ftems béasicos Tecnicas e
Instrumentos
Proceso de .
confirmacion de o, . Dls_eno
. P . Resultados Aplicacion del método con Experimental.
validez de técnica Variable ;
S ) favorables, seguros | las variables adecuadas para Norma INEN
para determinacion de | dependiente : L .
- y confiables. la validacion. 1108, célculos de
arsénico. S,
validacion.
Fuente: Christian Tafur Yépez
Tabla 9: Variable Dependiente: Validacion técnica de Arsénico
. ., , . . L . Técni
Conceptualizacion Categorias Indicadores ltems basicos ecnicas €
Instrumentos
Necesidad de
cuantificacion de . Disefio
L . Cumplimiento de Norma . . :
arsénico en el agua Variable o . Monitoreo continuo Experimental.
. . X INEN 1108, limite max. 0,1 . .
potable para cumplir independiente m de As para evitar toxicidad. Norma INEN
NORMA INEN 1108 P ' 1108.

Christian Tafur Yépez

Fuente:
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se partioé de un estandar de 1000 ug/ml (ppm), de la empresa AcuuStandard de
los Estados Unidos. El estandar viene en estado liquido por lo que se realiz

diluciones con micropipetas para reducir la incertidumbre en el aforo.

Fig. 14: Certificado del estdndar de arsénico de 1000 ppm
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Se prepar6 estandares de 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ppb con el rango que
pide la norma INEN 1108 para arsénico para agua de consumo humano y

también para analizar cierta agua cruda.

4.1 Analisis realizados en los sistemas de agua en lbarra

Con la curva realizada se realizaron andlisis de los ciertos sectores de la
ciudad de Ibarra obteniendo buenos resultados cumpliendo la norma INEN
1108 del 2011.

En la tabla Al de los anexos se observa los resultados y especificando los

sistemas, el tipo de agua, y el limite de la norma.
4.2 Recoleccién de datos de las mejores curvas

Se realizaron un sin nimero de curvas para ir conociendo el equipo, calibrando,
reparando, y lograr que las curvas sean perfectas y lleguen lo mas posible a 1

en el coeficiente de determinacién y correlacion.

Escogi los datos de 6 curvas para realizar los célculos estadisticos (Anexo B),
de lo cual la curva del dia 4 (Ver anexos grafico B4) es la mejor de todas por su
linealidad y su coeficiente de determinacion de 0,9994.

Los calculos estadisticos se realizaron en un libro del programa Microsoft
Excel, con férmulas y celdas que hacen que se corrijan automaticamente los

resultados si se cambia uno o mas valores.

4.3Limite de deteccion y cuantificacién

Se determind los limites de deteccion y cuantificacion (Anexo C) a partir del

estandar de menor concentracién (4 ppb).

El limite de deteccién de un analito es aquella concentracion que proporciona
una sefal instrumental significativamente diferente de la sefial de una muestra
en blanco, o la concentracion mas baja. En este caso el limite de deteccion
(LD) es de 4,490 ppb. (Anexo tabla C1).
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El limite de cuantificaciébn considerado como el limite de concentracion mas
bajo para mediciones cuantitativamente precisas. Se define como la cantidad
de analito que proporciona una sefial igual a la del estandar (4ppb) mas diez
veces la desviacion estandar del estandar. En este caso el limite de

cuantificacion es de 5,244 ppb. (Anexo tabla C2).

4 4Llinealidad

El criterio de aceptacion cualitativo que se usa para determinar la linealidad es

el coeficiente de correlacion.

El coeficiente de correlacion indica el grado de relacion entre la variable
concentracion (X) y la variable absorbancia (Y) de la curva de calibracion. Los

valores maximos que puede alcanzar son -1y 1.

El coeficiente de correlacion de las curvas de los 5 dias son cercanos a 1, pero
se tomo6 como referencia para los calculos las curva del dia 4 (Tabla Anexo D4)
con un coeficiente de correlacion y determinacion de 0,9997 y 0,9994
respectivamente. Los resultados de pendiente e intercepto son de 0,0081 y
0,0127 respectivamente.

En la practica si r tiene un valor cercano a uno (1), esto significa que existe
correlacién con una probabilidad elevada. Para una curva de calibracion o
trabajo, es recomendable que el coeficiente de correlacién obtenido sea mayor
o igual a 0.999, aunque para el caso de trazas se admite un valor igual o mayor
que 0.99.

Los resultados de las pendientes, intercepto y el coeficiente de determinacion
se encuentran en la tabla de anexos D6, calculando la media de todos los
coeficientes de determinacidén con sus desviaciones promedio y la media de la
pendiente maxima y minima.

Los resultados son bajos en incertidumbre de la calibracion de 0,35 (ver tabla

de resumen en Anexo D7) y se realiz6 una grafica en donde se observa
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claramente la regidén de confianza y la x estimada de la curva de calibracion.
(Gréfico D2)

4.5Repetibilidad y reproducibilidad

La repetibilidad es la precision bajo las condiciones de repetibilidad, es decir,
condiciones como: el mismo dia, mismo laboratorio por el mismo operador

utilizando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de tiempo.

Se tomo datos tomados el mismo dia con el mismo equipamiento, mismo
laboratorio, mismos reactivos, mismo analista pero en diferentes intervalos de

tiempo al transcurso del dia.

Se tomaron datos de la concentracion mas baja 4 ppb (Anexo E), la
concentracion media (20 ppb) y la concentracion alta (60 ppb) para determinar

la desviacion estandar, la media y él coeficiente de variacion porcentual (%CV).

Los resultados del %CV son: para 4 ppb de 2,98, para 20 ppb de 3,95 y para
60 ppb de 1,02.

Con las desviaciones estandar se realiza una comparacion del punto 1 (4 ppb)
con el punto 2 (20 ppb), del punto 2 (20 ppb) con el punto 3 (60 ppb), y la Gltima
de los 3 puntos. Se calcul6 la prueba F con los valores maximos y minimos de

las desviaciones de estandar de las comparaciones realizadas entre los puntos.

Se acepta la hipoétesis nula para la relacion del punto 2 y punto 3 con un
resultado de la prueba F calculado de 1,75 menor al F tabulado (n=5-1) de
6,388.

La reproducibilidad es la precisiéon bajo las condiciones de reproducibilidad,
es decir, condiciones donde los resultados de los analisis se obtienen con el
mismo meétodo en item idénticos de analisis en condiciones diferentes ya sea

de laboratorio, diferentes operadores, usando distintos equipos, entre otros.
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En este caso es el mismo equipamiento, mismos reactivos, mismo analista

pero en dias diferentes de experimentacion.

Se realizé los mismos calculos que la repetibilidad (Anexo F), se tomaron datos
de la concentracibn mas baja (4 ppb), la concentracion media (20 ppb) y la
concentracion alta (60 ppb) para determinar la desviacion estandar (SRi), la

media (x) y el porcentaje de coeficiente de variacion (%CVRI).

Los resultados del %CVRIi son: para 4 ppb de 1,99; para 20 ppb de 3,70 y para
60 ppb de 2,37.

Con las desviaciones estandar se realiza una comparacion del punto 1 (4 ppb)
con el punto 2 (20 ppb), del punto 2 (20 ppb) con el punto 3 (60 ppb), y la Gltima
de los 3 puntos. Se calcul6 la prueba F con los valores maximos y minimos de

las desviaciones de estandar de las comparaciones realizadas entre los puntos.

Se acepta la hipétesis nula para la relacion del punto 2 y punto 3 con un
resultado de la prueba F calculado de 3,53 menor al F tabulado (n=5-1) de
6,388.

4.6Determinacion de la exactitud

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado de un
ensayo y el valor de referencia. El término “exactitud” se refiere a una
combinacion de veracidad y precision.

Se utiliz6 una muestra de referencia de la empresa ERA certificada, para
validar la curva de calibracibn comprobando que la lectura de absorbancia y
concentracion este cercano a lo certificado (9,78 ug/L).
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Fig. 15: Certificado del material de referencia para validar metales pesados

Se prepar6 el material de referencia:

e Se lavo el balén de aforo de 1000 ml clase A afiadiendo de 100 a 200 ml de
agua desionizada y 2 a 5 ml de acido nitrico.
e Se agitdé el vial que contiene la muestra certificada de referencia y se

destapo.
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e Usando una pipeta volumétrica clase A, se tomé 5 ml del vial del MRC y se
afiadio al balon de aforo de 1000 ml, se completé el volumen con agua

desionizada y se midi6 en el equipo inmediatamente.

e Se paso el material de referencia (MCR) como una muestra en las mejores

curvas obtenidas en la validacion.

Los resultados se encuentran en el anexo G como también el nUmero de lote,

la serie, la concentracion exacta de arsénico y la desviacion estandar del MCR.

Los resultados se encuentran en la tabla G1, con 5 lecturas del material de

referencia su absorbancia y su concentracion.

Se realiz6 el célculo del sesgo para determinar si hay diferencia significativa
entre las lecturas obtenidas y la concentracion del material de referencia.
(Anexo tabla G2).

Se determiné el promedio y la desviacion estandar de las lecturas del material
de referencia, con las cuales se procedio calcular t de student para ver si existe
o no diferencia significativa entre las concentraciones la leidas en el equipo y la

dada por el material de referencia.

Para determinar el t tedrico o critico para grados de libertad de n-1 (es decir de
5-1=4), un valor a =0,05 y 2 colas, se extrae de tabla el t critico que es de
2,776, cumpliéndose que tcalc <t crit, ya que 0,786 < 2,776. Es decir; no hay

diferencias significativas.

4.7Determinacién de la incertidumbre

La determinacion de la incertidumbre incluye varios pasos:

La determinacion de las fuentes y materiales (Anexo tabla H1); donde se

encuentra las incertidumbres
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Los resultados de los porcentajes de repetibilidad, de reproducibilidad y
exactitud; combinar las diferentes incertidumbres y el Ultimo paso es la
determinaciéon de la incertidumbre expandida es decir, multiplicar la
incertidumbre combinada por un factor de cobertura de k = 2, a fin de entregar
un 95% de confianza, y asi establecer el intervalo entorno al resultado de la
medicion en el cual se puede esperar que se incluya la mayor fraccion de la
distribucion de los valores que se pueden atribuir razonablemente al

mesurando.

La incertidumbre de los materiales se trato de reducir en lo posible, adquiriendo
balones certificados marca boeco (0,1 ml), micropipetas marca boeco de 10 a
1000 uL (£ 0,13%) y 0 a 100 ml (£0,11%) para preparar las diluciones con

mayor exactitud y precision.

Los resultados son del estandar de concentracion en ug/L + 18,63%
(incertidumbre expandida), que corresponde a 4 a 60 ug/L + 2* 9,31%
(incertidumbre acumulada), que representa un nivel de confianza del 95 %

dentro del cual se encontraria el valor real.

El método esta validado ya que la incertidumbre no sobrepasa el valor del 20%
que dice la guia alemana Eurachem para métodos validados. (Eurachem,
1998).

4.8Funcion Respuesta

En el anexo | se encuentran los datos de las incertidumbres del equipo,
balones, micropipetas (anexo tabla 14), la incertidumbre para el patron (anexo
14).

Con estos valores se procede a determinar la incertidumbre para cada nivel de

concentracion. (Anexo tabla 16).

Se establecid el porcentaje del residual mas elevado de cada nivel de
concentracion, se resté la concentracién obtenida en la lectura menos la

concentracion deseada (ej: 4,067 — 4 ppb), se obtuvo el residual de las 3
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lecturas por cada nivel de concentraciéon (anexo tabla 17). Se tomé el valor mas
alto de los 3 residuos para cada nivel de concentracion (anexo tabla I18) y se
saca el porcentaje dividiendo el resultado del valor maximo de residuo para
cada nivel de concentracion deseado por 100%. El resultado del porcentaje
para cada nivel de concentracion se suma (%FA méax.), con este resultado se
suma mas el porcentaje de incertidumbre para cada nivel y se multiplica por 2
(k=2), obteniendo la incertidumbre expandida para cada nivel de concentracion.
Se escogio el valor de la mayor de las incertidumbres de cada nivel (%UFR k:2)
para trabajar con esa (anexo tabla 110) y afiadir al calculo de la incertidumbre
total expandida.

4 9Andlisis de Varianza

Se realizd un analisis de varianza con Anova simple con el programa de

Statgraphics Centurion XVI.

En la columna A se afiadio los datos de concentracion de cada nivel, en la
columna B los dias de experimentacion y los resultados de las lecturas en abs

en la columna C.
Los resultados de la corrida del programa fueron los siguientes:

e Resumen Estadistico para Absorbancia (anexo tabla J1), donde se
encuentran los resultados de promedio, desviacion estandar, coeficiente de
variacion (%), el valor maximo y minimo de los datos de absorbancia de los

6 dias para cada concentracion.
e Tabla ANOVA para Absorbancia por Concentracion (anexo tabla J2), el
programa nos da los resultados de suma de cuadrados, grados de libertad,

cuadrado medio y razén F.

e Tabla de Medias para Absorbancia por concentracién con intervalos de

confianza del 95,0% (anexo tabla J3).
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e Los gréficos que nos dio el programa son de mucha importancia ya que
ayudan a interpretar mejor los resultados con la dispersion de datos,

graficos de medias, de medianas, de cuantiles etc.

4.10 Verificacién de hipotesis

Al analizar los resultados mediante pruebas estadisticas, coeficiente de
correlacién cercano a 1, las pruebas de varianzas si son significativas, las
incertidumbres no son elevadas, se acepta la hipoétesis alternativa que dice “Si
es posible la determinacion de arsénico en muestras de agua potable, por
medio de espectroscopia de absorcion atémica con técnica de generador de

hidruros”.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se validé un método para implementar un analisis de arsénico en el agua
potable de la ciudad de Ibarra y sus sectores periféricos. La técnica utilizada
es de absorcion atomica generando un hidruro con la previa reaccion de
reduccion de As® a As® con NaBH, en un medio acido de HCIl. Se debe
tener en cuenta la calibracion del equipo, de la lampara, del flujo de los

gases, la preparacion de los estandares y lectura de las muestras.

Se determiné los parametros de validacidon obteniendo resultados
estadisticos favorables de linealidad con un coeficiente de correlacion de
0,9997, un error en la calibracion de 0,00247, incertidumbre de calibracion
de 0,35, incertidumbre expandida de 18,63. Se obtuvo resultados del limite
de deteccion de 4,49 ppb, el limite de cuantificacion de 5,244 ppb, el
porcentaje de coeficiente de variacion de repetibilidad promedio es de
2,65%, el porcentaje de coeficiente de variacién de reproducibilidad es de
2,69%, la exactitud se determin6 con la muestra de referencia (MCR) con el
sesgo y una prueba de t de student de dos colas se concluy6 que no existe
una diferencia significativa entre la lectura en el equipo y la concentracion
certificada por el MCR. Con la determinacién de la certidumbre se puede
concluir que el método esta validado con una incertidumbre expandida de
+18,63% segun la guia Eurachem el limite aceptable de un método

validado es menor al 20%.

En una grafica se interpretdé el rango de confianza y la x estimada se
encuentra dentro del rango. También se determind la exactitud con la ayuda
de la muestra de referencia (MCR), se realiz6 un analisis de varianza en los
diferentes dias de experimentacion con prueba de varianza de un solo

factor para cada estandar incluido el MCR, obteniendo resultados dentro del
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5.2

limite de aceptacion segun la prueba de Fisher. Las incertidumbres
resultaron ser bajas lo cual es bueno y es ideal determinar incertidumbre no
solo para los estandares y sus absorbancias sino desde la preparacion de
los estandares en la diluciones, incertidumbre en la micropipeta, balones, en

el aforo, etc.

Se estableci6 varios modelos para la validacion, como cambiar la
concentracion de reactivos, flujo de gases, amperaje de la lampara; se
intentd afiadir loduro de potasio para que mejore la reduccion, pero las
mejores condiciones fueron las dadas por el fabricante, ademas que
resultados no se pueden obtener ya que el equipo cuando falla la
calibracion no da resultados. Por eso se decidio realizar un disefio
experimental no probabilistico enfocAndonos més a la preparacion correcta
de los estandares calibracion del equipo, mantenimiento del mismo, hasta

analizar los datos resultantes de la calibracion.

Se optimizé condiciones con pruebas realizas, en algunas metodologias
pide implementar una digestion previa de la muestra, se realiz6 pruebas con
digestion y sin digestion y el resultado fue el mismo, al igual que la adicién
de ioduro de potasio, resulto lo mismo con o sin ese reactivo. Esto se debe
a que el equipo es moderno y da para eso y el tipo de agua analizada es

potable no tienen niveles altos de arsénico.

Recomendaciones

Preparar los estandares con la mayor precaucion de preferencia con
micropipetas para que sea mas exacto el volumen, teniendo los materiales
limpios, los balones enjuagados con acido nitrico y con agua destilada pata

eliminar trazas de metales.

Tener precauciéon al preparar los reactivos ya que se usa acidos y bases

fuertes, se debe usar mascarilla, guantes, gafas, etc.
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e Calibrar el equipo, darle el mantenimiento, limpiar las mangueras con agua
destilada, la celda de cuarzo lavarla y secarla bien, la lampara conectarla
sin tocarla con los dedos, verificar que después del uso las valvulas de los
gases estén cerradas.

e Al pasar la muestra esperar hasta que la muestra reaccione en el generador

de hidruros y llegue como gas al detector, darle en leer cuando la

absorbancia permanezca estable.
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CAPITULO VI

PROPUESTA
6.1 Datos informativos

Titulo: “Cuantificacion del contenido de Arsénico en aguas crudas y tratadas
de las plantas de tratamiento administradas por la EMAPA-I”.

Institucién Ejecutora: Empresa Municipal de Agua Potable y Alcantarillado de

Ibarra.

Beneficiarios: La empresa EMAPA-I, los consumidores del servicio de agua

potable, y las personas que necesiten analisis de aguas externas a la empresa.
Director del Proyecto: Ing. Msc. Maria Teresa Pacheco.

Personal Operativo: Egdo. Christian Tafur

Ubicacion: Ibarra — Ecuador

Tiempo estimado de duracion: 8 meses

Fecha de inicio: marzo 2014.

Costo: $ 3000
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6.2 Antecedentes de la propuesta

La técnica de absorcion atdbmica con generacion de hidruros permite cuantificar
en el orden de ppb o ultratrazas elementos como As, Se, Hg, Sn, Sb, Ge, Biy

Te, que tienen la propiedad de formar el hidruro correspondiente.

La muestra disuelta en acido diluido se mezcla con un agente reductor, tal
como una solucién de cinc y acido clorhidrico, cloruro de estafio (SnClI2) o
borohidruro de sodio (NaBH4). Esta reaccion produce H atbmico que reacciona
con el As, Se, Hg, Sn, Pb, Sb, Ge, Biy Te en la solucién para formar hidruros
volétiles. El borohidruro de sodio es el reductor mas utilizado. El mecanismo de
formacion de los hidruros es complicado, y se han propuesto las siguientes
reacciones (HOWARD A, 1997) donde R se refiere a un radical organico o

puede ser hidrégeno:

Previamente a la generacion de la arsina, la muestra, en caso de contener
materia organica, debe ser sometida a un proceso de digestién para destruir los
compuestos organicos del As y oxidarlo a As(V). El As(V) presente en el
mineralizado es luego reducido a As(lll) por reaccion con yoduro de potasio o
cloruro de estafo, el que posteriormente es convertido a arsina con borohidruro

de sodio.

Una molécula proteica, por ejemplo, por un mecanismo de neutralizacion de
cargas eléctricas o por fenédmenos de absorcion o adsorcién, forma con los
compuestos metalicos y no metalicos combinaciones de elevado peso
molecular en las cuales desaparecen todas las caracteristicas propias de los
iones en solucién. En esas condiciones, resulta improbable reconocer un
elemento metélico ya que no puede ionizarse suficientemente como para
producir una concentracion adecuada de iones. Por ello es que se hace
necesario destruir, disgregar o mineralizar la materia organica.

La mineralizacion de la materia organica es un proceso de combustién en el

cual todo el carbono se transforma en CO2.
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e Este método es aplicable a la determinacion de arsénico en muestras de
agua potable, superficial, subterranea y residual. EI mismo esta basado en
el protocolo establecido en la referencia.

¢ Ellimite de deteccion de este método es 0,10 ug As L-1.

¢ Mediante este método se puede determinar el arsénico en un rango de 0,10
hasta

e 10,00 pg As L-1, y por dilucion a concentraciones mayores.

6.3 Justificacion

La evaluacion de la calidad del agua tratada en las plantas de la EMAPA-I es
una actividad de suma importancia, pues permite asegurar la inocuidad del
producto que se provee a la poblacién. Ademas se trata de cumplir la norma

INEN 1108 para mantener la certificacion 1SO.

La cuantificacion de algunos metales en especial el arsénico es béasico en
fuentes de agua en especial en aguas freédticas teniendo en cuenta que la
empresa tiene en sus sistemas aguas de pozos, vertientes que se han
demostrado que pueden tener altas concentraciones de arsénico llegando al

incumplimiento de la norma ecuatoriana para agua de consumo humanao.

Es por esto que se adquiri6 el equipo de absorcion atomica para realizar
monitoreos constantes de todas las fuentes empezando con el arsénico hasta
validar el resto de metodologias para el resto de metales nocivos para la salud
humana y poder detectar a tiempo para dar un posible tratamiento al agua

contaminada.

6.4 Objetivos

6.4.1 Objetivo General
e Determinar la evaluacion de la calidad del agua en contenido de arsénico de
las captaciones y del agua tratada de las plantas urbanas, rurales del

canton Ibarra las cuales son de administracion de la EMAPA-I
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6.4.2 Objetivos especificos

v Cuantificar aplicando la técnica de absorcion atdmica por generacion de
hidruros el contenido de arsénico en agua cruda y potable de la ciudad de

Ibarra.

v' Comparar los valores obtenidos con la norma INEN 1108, requisito de la

calidad del agua para consumo humano.

v" Proponer tratamientos para disminuir la cantidad de arsénico en el agua

para el cumplimiento de la norma INEN 1108.

6.5 Anaélisis de factibilidad

Al contar con el equipo de absorcién atomica, los reactivos, quimicos, gases,
materiales permanentes en el laboratorio de control de calidad de la EMAPA-I,
y el libre acceso a las fuentes y plantas de tratamiento; la cuantificacion de
arsénico formaria parte de los analisis que periédicamente se realizan en el

control de calidad del agua potable.

6.6 Fundamentacion

Las principales rutas de exposicién de las personas al arsénico son la ingesta e
inhalacion. Este elemento es acumulable en el organismo por exposicién
cronica, y a ciertas concentraciones ocasiona afecciones como: alteraciones de
la piel (relajamiento de los capilares cutaneos y la dilataciéon de los mismos)
con efectos secundarios en el sistema nervioso, irritacion de los érganos del
aparato respiratorio, gastrointestinal, y hematopoyético y acumulacion en los
huesos, musculos y piel, y en menor grado en higado y rifiones. La evidencia
epidemioldgica de personas con ingestion prolongada de arsénico inorganico,
via agua de bebida, es la hiperqueratosis palmo-plantar, cuya manifestacion
principal es la pigmentacion de la piel y callosidades localizadas en las palmas

de las manos y pies.
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En el agua de bebida, por lo general el arsénico se encuentra en la forma de
arsenato y puede ser absorbido con facilidad (Frederick; Kenneth; Chien-Jen,
1994) en el tracto gastrointestinal en una proporcion entre 40 y 100%. El
arsénico inorganico ingerido pasa al torrente sanguineo, donde se enlaza a la
hemoglobina y en 24 horas puede encontrarse en el higado, rifiones,
pulmones, bazo y piel. Los 6rganos de mayor almacenamiento son la piel, el
hueso y el musculo. Su acumulacion en la piel tiene relacion con su facil
reaccion con las proteinas (con grupos de sulfihidrilo) (Health Canada, Ottawa,
1992).

Los cambios metabdlicos del arsénico ocurren esencialmente en el higado,
donde los tioles enddgenos tienen un papel critico en la conversién del As™y
As™. Al parecer el glutation (GSH) acttia como agente reductor. Las formas de
As+3 resultantes pueden metilarse (oxidacion y formacion de metilarsénico -
As+5) al aceptar este grupo funcional de la S-adenosilmetionina (ASM). El
probable producto final de la metilacion continua es el dimetilarsenato (DMA).
Las especies de metilarsénico (As*®) y As* intermedias en el proceso pueden
ser téxicas e inhibir por ejemplo a la glutationa reductasa (GR), enzima clave
en el metabolismo del GSH y cuya accién (GR) es critica para mantener las
reacciones redox propias de las células (The National Academy of Sciences,
1999).

6.7 Metodologia

6.7.1 Limpieza de la celda de cuarzo.

e Antes de realizar la lectura por generacion de hidruros se debe verificar que
la celda de cuarzo esté limpia.

e Utilizar acido fluorhidrico con extremo cuidado usando recipientes de
plastico.

e Retirar las ventanas de la celda. Colocar la celda en un bafio de acido
fluorhidrico concentrado (40%) por 20 minutos. Después lavar con
abundante agua de grifo, enjuagar con agua ultrapura y secar con aire

purificado. Colocar las ventanas e instalar la celda.
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Esta limpieza debe hacerse cuando disminuye la absorbancia caracteristica del
arsénico en 30% (por ejemplo, el estandar de As de 10 pyg L-1 presenta una

absorbancia de aproximadamente 0,400).

6.7.2 Interferencias:

Pueden suprimir la respuesta de los hidruros de arsénico concentraciones de
100 ug L-1 Ag, Au, Pty Pd, concentraciones mayores a 1 mg L-1 de Cu, Pb, Ni
y concentraciones entre 0,1-1,0 mg L-1 de elementos que forman hidruros (B,

Sb, Sn, Te). Altas concentraciones de acidos deprimen la sefial de absorcion.

6.7.3 Reactivos

Nota: Se deben utilizar reactivos de grado analitico o superior y que cumplan
con normas internacionales de calidad (ACS, 1SO).

Nota: Todos los reactivos se deben almacenar en recipientes adecuados,
provistos de etiquetas indicando el nombre del reactivo, fecha de preparacion e

iniciales del analista.

v' Agua ultrapura grado reactivo tipo Il segun especificacion del Standard
Methods.

Acido nitrico (HNO3) concentrado (65%), p.a.

Acido clorhidrico (HCI) concentrado (37%), p.a.

Solucion de borohidruro de sodio e hidréxido de sodio. Se disuelven 3 g de

AN NN

NaBH4 y 3 g de NaOH con agua ultrapura hasta alcanzar un volumen de

500 mL.

v Solucion de acido clorhidrico 3M. Se diluyen 12,46mL de acido clorhidrico
concentrado y se llevan a 500 mL con agua ultrapura.

v" Solucion de acido ascoérbico e yoduro de potasio. Se disuelven 5,0 g de
acido ascérbico y 5,0 g de yoduro de potasio con agua ultrapura hasta
alcanzar un volumen de 100 mL.

v Solucion madre 1,0 g As L-1.

v" Solucién estandar de As (estandar certificado disponible comercialmente)
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Solucion estdndar 100 mg As L-1. Se diluyen 10,0 mL de solucion madre
1,0 g As L-1 con una solucion de HCI (5/1000) hasta alcanzar un volumen
de 100 mL.

Solucion estandar 5,0 mg As L-1. Se diluyen 5,0 mL de solucién estandar
100 mg As L-1 con una solucion de HCI (5/1000) hasta alcanzar un volumen
de 100 mL.

Solucion estandar 50 pg As L-1. Se diluye 1,0 mL de solucién estandar 5,0
mg As L-1 con una solucion de HCI (5/1000) hasta alcanzar un volumen de
100 mL.

6.7.4 Muestreo y preservacion

v

Debido a la elevada sensibilidad del método analitico, evitar la
contaminacion externa. Los frascos de muestras, conservadores y material
de plastico deben estar libres de arsénico.

Para la determinacion de arsénico en agua, las muestras se preservan con
acido nitrico hasta pH < 2. Se afiade 1,0 mL de acido nitrico por litro de
muestra. Se almacena a una temperatura de 4 °C, por un tiempo maximo de
seis meses.

Para la determinacion de arsénico disuelto, la muestra debe ser filtrada a
través de un filtro de membrana de 0,45 pym de porosidad, tan pronto como
sea posible después de su recoleccion. Se acidifica el filtrado con acido
nitrico diluido 1+1 hasta pH < 2.

6.7.5 Andlisis de datos

v

El contenido de arsénico total en la muestra se calcula de la siguiente

manera:

Donde:

[As] = concentracion de arsénico en la muestra en pg As L-1.

[As]e = concentracion de arsénico registrado por el equipo en ug As L-1.

[Blanco] = concentracién del blanco registrado por el equipo en ug As L-1.
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6.7.6 Registro

Se generan los siguientes registros, los cuales se encuentran en la sala de

instrumentacion:

v' Cuaderno de toma de muestras: es un registro de las muestras para analisis
de arsénico, donde se consigna el nombre del analista, fecha de andlisis, el
método que se aplica, la identificacion de la muestra, acompafiado de su
control de calidad, alicuota tomada sea en peso o volumen y volumen final a
la que se lleva.

v Formato de preparacion de reactivos: donde se registra la fecha de
preparacion, reactivo preparado, volumen de la solucion preparada, marca y
lote del reactivo, tiempo de duracion maxima, nombre del analista que
preparo.

v' Formato de preparacion de estandares de calibracion y control: se registra
fecha de preparacion, volumen preparado, nombre del analista que los
prepar0, marca y lote del estandar. El frasco de almacenamiento tiene una
etiqueta donde se indica estandar preparado o estandar control, fecha de
preparacion, iniciales del analista, la concentracibn de cada analito,
preservacion, tiempo de duracién maximo.

v' Cuaderno de mantenimiento de los equipos: donde se sefalan los
problemas en el equipo, para el mantenimiento preventivo y correctivo del
mismo.

v' Cuaderno de disposiciébn de muestras y extractos: se registra fecha de
ingreso, lote, fecha de eliminacion, nombre del responsable de las muestras
y extractos en custodia.

v' Cuaderno de no conformidades: se registran la fecha y nombre del
responsable,

v' Resultados de analisis de arsénico SavantAA: donde se archiva la copia
impresa de los resultados del programa SavantAA.

Resultado anélisis de arsénico: donde se archivan los resultados finales.
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6.7.7 Condiciones del metodo para Arsenico

Tabla 10: Condiciones para programar en el equipo GBC Savant.

Amperaje de la lampara 193.7 nm

Paso de banda 1.0 nm (Estandar HCI)
2.0 nm (Super lampara)

Corriente de la ldmpara 8.0 mA (Estandar de HCI)

25.0 mA (Super lampara)

Condiciones de la llama

Programable Combustible 1.2 a 1.3 L/min
Aire minimo de aire

Manual Combustible 1.8 a 2.0 L/min
Aire sin refuerzo adicional

EHG3000 ajustes Rango éptimo de temperatura: 880 —
1000°C

Fuente: Manual de operacién y servicio GBC (2010).

6.7.8 Preparacion de agentes:
6.7.8.1 NaBH, solucién:
Preparar aproxidamente 500 ml de borohidruro de sodio:

Disolver 3 g de NaBH,4 y 3 g de NaOH (Grado reactivo de laboratorio mejor) en
agua desionizada, aforar a los 500 ml y colocar en los recipientes del HG3000.

6.7.8.2 Acido:

Disolver 12,46 ml de HCI concentrado en agua desionizada, aforar en un balén
hasta 500ml. Llenar la otra botella con 500 ml de acido clorhidrico concentrado

(3 M aproximadamente).
6.7.9 Preparacién de los estandares:

La concentracion del estandar patron es de 1000 ppm de arsénico con algunas
minimas trazas de &cido nitrico. De este debemos ir realizando las diluciones
primero a 1 ppm (1000 ppb) y de esta a los siguientes 4, 6, 8, ...... 100 ppb con
la ayuda de pipetas volumétricas y micropipeta ya que los volimenes que se
trasladan de un baldn a otro son pequefios (uL).
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Se debe tener muy en cuenta la limpieza de los materiales, el aforo de las
pipetas volumétricas y el aforo en los balones, de esto depende la efectividad

de la calibracion.
6.7.10 Calibracién del Equipo:

Colocar la lampara de catodo hueco exclusiva para arsénico, ademas colocar

la celda de cuarzo en el paso de haz de luz.

Con las perillas moviles ajustar el soporte donde se encuentra la celda de
cuarzo hasta que el haz pase totalmente integro desde la lampara por todo la
celda hasta el extremo opuesto sin ninguna interferencia ya que si la luz no
pasa completamente sin rosar en ninglin componente del equipo ni de la celda

podria afectar la medicion dandonos lecturas de absorbancia equivocadas.
6.7.11 Calibracion del software:

El software viene ya con el equipo de AA es de la empresa GBC denominado

SavantAA ver 3.02 el cual consta de las siguientes configuraciones:
Métodos:
En métodos se encuentran las sub categorias:

Descripcion: aqui nos permite seleccionar el elemento de la tabla periddica

gue deseamos analizar.
Instrumento: cambiar la longitud de onda y el amperaje de la lampara.

Medicion: permite escoger el modo de medicion (altura méaxima), tiempo de

lectura y el nimero de réplicas.

Calibracion: configurar el modo de calibracién de la curva, unidades de la

concentraciéon del analito, nimero de decimales del resultado, etc.

Estandares: se afiade los estandares, determinando la concentracion de cada

uno.

Calidad: se configura la calidad de la calibracién y los limites cuando esta es

permitida o cuando esta fallo.
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Flama: permite escoger el tipo de gas que se va a escoger, el flujo del gas
combustible y el flujo del aire.

6.7.12 Lectura de las muestras

Cada vez que se quiera medir en el equipo se debe preparar los estandares de
calibracion para la verificacion y de vez en cuando verificar con la muestra de
referencia (MCR). Con unos 3 puntos de calibracion para la verificacién y una

correcta lectura de las muestras.
6.8 Administracién

Tabla 11: Administracion de la propuesta

Indicadores a Situacion Resultados Actividades | Responsables
mejorar actual esperados
Cuantificar la Tomas de
cantidad de muestras
arsénico Preparacion
_ . para cumplir de
Evaluacion de | Carencia de ] .
_ la norma estandares. | Investigadores:
la calidad del personal L
_ INEN 1108 Verificacion Egdo.
agua capacitado _ o
_ y Monitoreo con el MCR | Christian Tafur
determinado | en absorcion
constante en Ing. Msc.

arsénico para | atbmicay un . o )
la evaluacién | Cuantificacion | Maria Teresa

evitar metodo o
) de arsénico de las Pacheco
enfermedades. validado
en agua muestras de
cruday agua
tratada.

Elaborado por: Christian Tafur

6.9 Prevision de la evaluacion
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Tabla 12: Prevision de la evaluacion

Preguntas Basicas

Explicacion

¢, Quiénes solicitan evaluar?

Las normativas, INEN 1108 para calidad de

agua de consumo humano.

¢Por qué evaluar?

Permite seguir desarrollando nuevas
validaciones para el analisis de metales en

agua.

¢ Para qué evaluar?

Para prevenir sobre enfermedades causadas
por ingerir sustancias toxicas que afecten la

salud humana.

¢, Qué evaluar?

Linealidad en la curva
Incertidumbres

Verificacion con los estandares y la muestra

de referencia.

¢, Quién evalua?

Tutor

Calificadores

Jefes de la EMAPA-I
Norma INEN 1108

¢, Cuando evaluar?

Después de la curva obtenida de verificacion
Antes y después de ser tratada el agua.

Después de pasar el material de referencia.

¢, Como evaluar?

Tabulando las absorbancias y concentraciones

obtenidas

¢, Con qué evaluar?

Mediante el uso de programas estadisticos

disefiados por el analista.

Elaborado por: Christian Tafur
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TERMINOLOGIA:

Analito: Sustancia (quimica, fisica o biologica) buscada o determinada en una

muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método.

Aplicabilidad: Los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede
utilizarse satisfactoriamente un método de analisis con el fin de determinar su

conformidad con una norma. (Referencia: Manual Codex Alimentarius 16° Ed.).

Blanco matriz: Matriz que no contiene el analito de interés u objetivo para el

método seleccionado.

Calibracion: Operacién que, en condiciones especificadas, establece primero
una relacion entre los valores con incertidumbres de medicién proporcionados
por las normas de medicion y las indicaciones correspondientes con las
incertidumbres de medicién asociadas, y utiliza luego esta informacion para
establecer una relacion a fin de obtener un resultado de medicion a partir de
una indicacion. (Referencia: VIM, JCGM 200:2008).

Notal: La calibracién se puede expresar por medio de una declaracién, una
funcién, un diagrama, una curva o una tabla. En algunos casos puede consistir
en una correccion aditiva o multiplicativa de la indicacion con la incertidumbre
de medicion asociada. (Referencia: VIM, JCGM 200:2008).

Nota 2: La calibracibn no debe confundirse con el ajuste de un sistema de
medicion que a menudo se denomina errbneamente “autocalibracion”, ni

tampoco con la verificacion de la calibracion.

Componente de la Incertidumbre: Cada una de las contribuciones a la

incertidumbre.

Criterios de aceptabilidad: Exigencias de una -caracteristica de

funcionamiento o comportamiento en funcion de las cuales se puede
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determinar que un método analitico es adecuado para la finalidad perseguida y
ofrece resultados confiables.

Ensayo: Operacion técnica realizada de acuerdo a un procedimiento
especifico, que consiste en la determinacion cualitativa y/o cuantificacién de
una o mAas caracteristicas (propiedades o0 analitos) en un determinado
producto, proceso o servicio.

Error aleatorio: Es aquel error inevitable que se produce por eventos Unicos
imposibles de controlar durante el proceso de medicion. Se contrapone al
concepto de error sistematico. Las fuentes de los errores aleatorios son dificiles
de identificar o sus efectos no pueden corregirse del todo. Son numerosos y
pequefios. Este error ocurre o estd dado por el azar. Ejemplo: Errores de
apreciacion, tales como el paralaje, que depende del observador y su
capacidad en cuanto al limite separador del ojo.

Error Sistematico: Es aquel que se produce de igual modo en todas las
mediciones que se realizan de una magnitud. El error sistematico esta
condicionado por algun factor distinto al azar. Ejemplo: el error de las masas
patrén del laboratorio se transfiere sistematicamente al momento de calibrar la

balanza.

El VIM, lo define como componente del error de medicion que al reiterar las

mediciones se mantiene constante o bien varia de manera predecible.

Idoneidad para el fin previsto: La medida en que los datos obtenidos en un
proceso de medicién permiten al usuario adoptar decisiones correctas, tanto
desde el punto de vista técnico como administrativo, para alcanzar un fin

establecido.
Incertidumbre: Pardametro asociado al resultado de una medicion que

caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente ser

atribuidos al mensurando.
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Incertidumbre de la medicién: Parametro no negativo que caracteriza la
dispersion de la cantidad de valores que se atribuyen a una mensurando,
basandose en la informacion utilizada. (Referencia: VIM, JCGM 200:2008)

Nota: La incertidumbre de medicion comprende, en general, muchos
componentes. Algunos de estos pueden ser evaluados por tipo de una
evaluacion de: la distribucion estadistica de la cantidad de valores de una serie

de mediciones y se pueden caracterizar por las desviaciones.

Intervalo de trabajo: Es el intervalo entre el nivel mas bajo y mas alto de
concentracion que ha sido demostrado que puede ser determinado con la
precision y exactitud requeridas para una determinada matriz.

Limite méaximo permitido (LMP): Nivel maximo o tolerancia establecida para

un analito en una reglamentacion.

Limite maximo Residual (LMR): Concentracion maxima de residuos de una
sustancia (plaguicida o medicamento) que se permite legalmente su uso en la

superficie o parte interna de un producto alimenticio.

Matriz: Es el tipo de sustancia compuesta (liquida, sélida, gaseosa) que puede
o0 no contener al analito de interés, ejemplo: matriz de alimento, matriz

ambiental, etc.

Material de Referencia Certificado (MRC): Material de referencia
acompafado de documentacion, emitida por un 6rgano autorizado, en la que
se indican uno a mas valores de propiedades especificadas asi como la
incertidumbre y rastreabilidad asociadas, con el uso de procedimientos validos.
(Referencia: VIM, JCGM 200:2008).

Es decir, es un material de referencia, al que se le ha asignado un contenido de
analito especificado en un certificado a través de un método trazable.
Mensurando: Cantidad destinada a la medida. (Referencia: VIM, JCGM
200:2008).
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Método de ensayo validado: Método de ensayo aceptado para el que se han
llevado a cabo estudios de validacion (desempefio) con el fin de determinar su
precision y fiabilidad para un proposito especifico. (Referencia: ICCVAM
Guidelines for the nomination and submission of new, revised and alternative
test methods, 2003).

Método oficial: Es el método especificado por los organismos reglamentarios
de un pais, con fines de aplicaciones de normas (ejemplo; reglamento sanitario

de alimentos) o estipulados por organizaciones comerciales (Referencia: FAO).

Método normalizado: Método apropiado para el ensayo dentro de su alcance,
publicado por organismos de normalizacion internacional, nacional o regional
(INEN, 1SO, EN, NM, ASTM, BS, DIN, IRAM, etc.) o por organizaciones
reconocidas en diferentes ambitos ( AOAC, FIL-IDF, EPA, USP etc.).

Método cualitativo: Método que permite determinar la presencia o ausencia
de un analito en una muestra o matriz.
Método cuantitativo: Método que permite determinar la concentracion de un

analito presente en una muestra o matriz.

Metrologia: Ciencia de la medicion y su aplicacion. (Referencia: VIM, JCGM
200:2008), es decir, es la ciencia de las mediciones o campo de los
conocimientos relativos a las mediciones. Incluye cualquier tipo de medicion del

campo cientifico o tecnoldgico.

Nivel: Es la concentracibn de una sustancia de interés en una solucion
estandar o matriz generalmente, se habla en términos de nivel de
concentracion.

Plan de Validacion: Documento tipo protocolo en el cual se definen las
pruebas o parametros de validacion necesarios y el disefio experimental a

desarrollar en base a los requerimientos del método.

Requerimiento del método: Corresponde a aquellas caracteristicas del

meétodo que son esenciales para poder aplicarlo para el fin previsto. Cuando no

101



estan establecidas por el cliente o usuario, debe definirlas el responsable del
ensayo de manera confiable y cientifica.

Sub-muestra: Porcidon de una muestra para analisis.

Testigo reactivo o blanco: Es la solucion que contiene todos los reactivos
usados en los mismos volumenes y concentraciones, que son utilizados en el
procesamiento de la muestra. Este blanco debe seguir todos los pasos
indicados en la técnica y ayuda a detectar trazas de contaminacién

provenientes del material o reactivos usados.

Trazabilidad metrolégica: Propiedad de un resultado de medicion, mediante
el cual el resultado puede estar relacionado con una referencia a través de un
cadena continua y documentada de calibraciones, cada que contribuyen a la
incertidumbre de medicién. (Referencia: VIM, JCGM 200:2008).

Propiedad del resultado de una medicién o del valor con su incertidumbre, que
puede a través de una cadena ininterrumpida de comparacion relacionarse a
una referencia establecida, generalmente patrones de referencia nacionales o
internacionales. (Referencia: IUPAC Nomenclature In Evaluation Of Analytical

Methods Including Detection And Quantification Capabilities).

Validacién: Verificacion de determinados parametros de un método, en la que
los requisitos especificados para estos, demuestran que el método es idoneo
para un uso previsto. (Referencia: VIM, International Vocabulary for Basic and

General Terms in Metrology: 2007).

Valor verdadero: El grado de concordancia entre la media de un ndmero

infinito de valores reiterados de cantidad y un valor de cantidad de referencia.
Veracidad: El grado de concordancia entre la expectativa relativa al resultado

de un ensayo o de una medicién y el valor verdadero. (Referencia: Manual
Codex Alimentarius 18° Ed.)
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Valor de Referencia: Valor cuantitativo que se utiliza como base para la
comparacién con valores cuantitativos del mismo tipo. (Referencia: VIM,

International Vocabulary for Basic and General Terms in Metrology: 2007)

Verificacion: Suministro de prueba(s) objetiva(s) de que un elemento dado
satisface el (los) requisito(s) especificado(s) . (Referencia: VIM, JCGM
200:2008)

Es decir, es la comprobacion experimental de que un método establecido
funciona de acuerdo con las especificaciones, en las condiciones disponibles
en el laboratorio usuario. Se entiende como verificacion a las pruebas
realizadas por un laboratorio en la rutina de trabajo que permiten comprobar y
documentar la aplicabilidad y uso adecuado del método por parte del

laboratorio.
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ABREVIACIONES:

AB: Arsenobetaina
AC: Arsenocolina
As: arsénico

[As]: concentracidon de arsénico en la muestra en ug As L-1.

[As]e: concentracion de arsénico registrado por el equipo en ug As L-1.

As(Il): Arsénico trivalente o arsénico de valencia 3.
As(V): Arsénico pentavalente o arsénico de valencia 5.

[Blanco]: concentracion del blanco registrado por el equipo en ug As L-1.

C1: concentracion de la muestra

C1-d: concentracion de la muestra duplicada

DMA: dimetilarsenato
INEN: Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
MMA: monometilarsenato

RPD: desviacién promedio relativa

Sdci: incertidumbre estandar combinada para un nivel i

Sdmc: desviacion estandar de muestra de control para un nivel i

Sdad: desviacion estandar de muestra de fortificada para un nivel i

Sddup: desviacion estandar de muestras duplicadas para un nivel i

TMAO: Oxido de trimetilarsina
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TMA+: Cation tetrametilarsonio

USEPA: (Environmental Protection Agency), Agencia de Proteccion Ambiental
de EE. UU.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

USEPA: United States Environmental Protection Agency: Agencia de
Proteccién del Medio Ambiente de Estados Unidos.
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ANEXOS DATOS, CALCULOS
Y FOTOS DE LA VALIDACION



ANEXO A.

ANALISIS REALIZADOS EN LOS SISTEMAS DE AGUA EN IBARRA

Tabla Al: Resultados de Arsénico en aguas con curva calibrada

EMPRESA MUNICIPAL DE AGUA POTABLE Y ALCANTARILLADC DE IBARRA EMAPA- @
UNIDAD DE CONTROL DE LA CALIDAD DE AGUAY ALIMENTOS
Planta de Tratamiento de Agua Potable Av. Atahualpa Tf: 2950-302

ANALISIS DE ARSENICO Diciembre 2013
Muestra Limite Norma|Concentracion

1108 {ug/L) (ugfL)

Chota cruda 10 > a 60
Yuyucocha cruda 10 25,807

Primer |Salinas potable 10 12,108
Muestreo |Guaraczapas 10 7,941
Guaraczapas 10 6,869
Caranqui 10 9,224
Azaya 10 9,576
yahuarcocha 10 8,606
Segundo |Alobura 10 5,526
Muestreo |Salinas cruda 10 22255
Lita 10 6.082
Bellavista 10 6,615
San Antonio 10 7,826
Palestina 10 9,264
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RECOLECCION DE DATOS

ANEXO

B

Tabla B1: Mejores curvas en los diferentes dias de experimentacién

Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 Dia 6
Concentracion
(ug/L) Absorbancia (abs)
0 0,0020 0,0010 0,0020 0,0030 0,0040 0,0020
4 0,0451 0,0454 0,0464 0,0466 0,0462 0,0475
6 0,0601 0,0600 0,0630 0,0610 0,0629 0,0603
8 0,0827 0,0750 0,0840 0,0806 0,0888 0,1103
10 0,1073 0,0920 0,0990 0,0994 0,1328 0,1211
20 0,1702 0,1790 0,1756 0,1749 0,1866 0,1951
30 0,2530 0,2560 0,2740 0,2610 0,2940 0,2635
40 0,3488 0,3090 0,3560 0,3379 0,3664 0,3522
50 0,4321 0,4050 0,4210 0,4194 0,4240 0,3977
60 0,5210 0,4800 0,4900 0,4970 0,4488 0,4565
Elaborado por: Christian Tafur
Dial
y = 0,008x + 0,009

0,6000 R?=0,998

0,5000 &

0,4000 /

20,3000 / |
0,2000 / =—¢=Dial
—Lineal (Dia 1)
0,1000
0,0000
0 10 20 30 40 50 60

Estandares (ug/L)

Gréfico B1: Curva del dia 1 y su ecuacion de la recta
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Dia 2

0,6000 y=0,007x+ 0,012
’ R2=0,997
0,5000
0,4000
w
2 0,3000
=—4—Dia2
0,2000
—— Lineal (Dia 2)
0,1000
0,0000
0 10 20 30 40 50 60
Estandares (ug/L)
Grafico B2: Curva del dia 2 y su ecuacion de la recta
Dia3
y=0,008x+ 0,015
0,6000 "2 0,996
0,5000 /
0,4000
w
2 03000
=—4—Dia3
0,2000
—— Lineal (Dia 3)
0,1000
0,0000

0] 10 20 30 40 50 60

Estandares (ug/L)

Gréfico B3: Curva del dia 3 y su ecuacion de la recta
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Dia 4 y=0,008x+ 0,012
R?=0,999

0,6000
0,5000 /
0,4000
w /
2 0,3000
/ —4—Dia 4
0,2000
—— Lineal (Dia 4)
0,1000
0,0000
10 20 30 40 50 60
Estandares (ug/L)
Grafico B4: Curva del dia 4 y su ecuacion de la recta
Dia5
y=0,007x+ 0,029
0,6000 R2= 0.977
0,5000 ,’A
0,4000
w
2 0,3000
=—4—=Diab
0,2000
—Lineal (Dia 5)
0,1000
0,0000

10

20 30 40 50 60

Estandares (ug/L)

Graéfico B5: Curva del dia 5 y su ecuacién de la recta
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Abs

0,6000
0,5000
0,4000
0,3000
0,2000
0,1000

0,0000

Dia 6

y=0,007x+0,03

R?=0,985

—o—Diab

— Lineal (Dia 6)

10

20 30 40 50 60

Estandares (ug/L)

Grafico B6: Curva del dia 6 y su ecuacion de la recta
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ANEXO C

LIMITE DE DETECCION

Tabla C1: Datos de concentracién mas baja para la determinacion del limite de

deteccion
Aforo Muestra Lectura | Resultado

(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 4 0,0451 4,0292
100 4 0,0454 4,0664
100 4 0,0464 4,1905
100 4 0,0466 4,2194
100 4 0,0462 4,1657
100 4 0,048 4,3270

X 4,166

S 0,108

LD 4,490

Elaborado por: Christian Tafur

LIMITE DE CUANTIFICACION

cuantificacion

Tabla C2: Datos de concentracién mas baja para la determinacion del limite de

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 4 0,0451 4,029
100 4 0,0454 4,066
100 4 0,0464 4,190
100 4 0,0466 4,219
100 4 0,0462 4,166
100 4 0,0475 4,327

X 4,166
S 0,108
LC 5,244

Elaborado por: Christian Tafur
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ANEXO D

LINEALIDAD

Tabla D1; Datos DIA 1

lectura
lectura corregida d d2 dx dx2 X2
0,0020 0,009 -0,007 5,48033E-05 -22,800 519,84 0
0,0451 0,043 0,002 3,48853E-06 -18,800 353,44 16
0,0601 0,060 0,000 2,19902E-09 -16,800 282,24 36
0,0827 0,077 0,006 3,17921E-05 -14,800 219,04 64
0,1073 0,094 0,013 0,000177524 -12,800 163,84 100
0,1702 0,179 -0,008 6,97139E-05 -2,800 7,84 400
0,2530 0,263 -0,010 0,00010247 7,200 51,84 900
0,3488 0,348 0,001 1,21873E-06 17,200 295,84 1600
0,4321 0,432 0,000 2,86676E-08 27,200 739,84 2500
0,5210 0,517 0,004 1,7284E-05 37,200 1383,84 3600
suma 0,0004583 | suma 4017,6 9216
Elaborado por: Christian Tafur
Tabla D2: Datos DIA 2
lectura
lectura corregida d d2 dx dx2 X2
0,0010 0,012 -0,011 0,000124824 -18,667 348,444444 0
0,0454 0,043 0,002 3,87793E-06 -14,667 215,111111 16
0,0600 0,059 0,001 8,83802E-07 -12,667 160,444444 36
0,0750 0,075 0,000 9,67009E-08 -10,667 113,777778 64
0,0920 0,090 0,002 2,82855E-06 -8,667 75,1111111 100
0,1790 0,168 0,011 0,00011101 1,333 177777778 400
0,2560 0,247 0,009 8,81802E-05 11,333 128,444444 900
0,3090 0,325 -0,016 0,000248228 21,333 455,111111 1600
0,4050 0,403 0,002 4,40594E-06 31,333 981,777778 2500
0,4800 0,481 -0,001 1,09551E-06 41,333 1708,44444 3600
suma 0,000585431 | suma 4188,44444 9216

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla D3: Datos DIA 3

lectura

lectura corregida d d2 dx dx2 X2
0,0020 0,012 -0,010 0,000100448 -18,667 348,444444 0
0,0464 0,046 0,001 5,46964E-07 -14,667 215,111111 16
0,0630 0,062 0,001 2,70959E-07 -12,667 160,444444 36
0,0840 0,079 0,005 2,21042E-05 -10,667 113,777778 64
0,0990 0,096 0,003 8,30865E-06 -8,667 75,1111111 100
0,1756 0,180 -0,005 2,12769E-05 1,333 177777778 400
0,2740 0,264 0,010 9,39378E-05 11,333 128,444444 900
0,3560 0,348 0,008 5,77142E-05 21,333 455,111111 1600
0,4210 0,432 -0,011 0,000132208 31,333 981,777778 2500
0,4900 0,517 -0,027 0,000707205 41,333 1708,44444 3600

suma 0,001144021 | suma 4188,44444 9216

Elaborado por: Christian Tafur
Tabla D4: Datos DIA 4
lectura
lectura corregida d d2 dx dx2 X2
0,0030 0,012 -0,009 8,16024E-05 -18,667 348,444444 0
0,0466 0,045 0,002 3,41349E-06 -14,667 215,111111 16
0,0610 0,061 0,000 1,65431E-08 -12,667 160,444444 36
0,0806 0,078 0,003 9,172E-06 -10,667 113,777778 64
0,0994 0,094 0,006 3,04595E-05 -8,667 75,1111111 100
0,1749 0,176 -0,001 7,42871E-07 1,333 1,77777778 400
0,2610 0,258 0,003 1,1048E-05 11,333 128,444444 900
0,3379 0,340 -0,002 2,63649E-06 21,333 455,111111 1600
0,4194 0,421 -0,002 4,29032E-06 31,333 981,777778 2500
0,4970 0,503 -0,006 3,99284E-05 41,333 1708,44444 3600
suma 0,00018331 | suma 4188,44444 9216

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla D5: Datos DIA 5

lectura
lectura corregida d d2 dx dx2 X2
0,0040 0,020 -0,016 0,000258539 -18,667 348,444444 0
0,0462 0,054 -0,008 6,09558E-05 -14,667 215,111111 16
0,0629 0,071 -0,008 6,51501E-05 -12,667 160,444444 36
0,0888 0,088 0,001 7,47016E-07 -10,667 113,777778 64
0,1328 0,105 0,028 0,000778419 -8,667 75,1111111 100
0,1866 0,190 -0,003 9,73776E-06 1,333 177777778 400
0,2940 0,275 0,019 0,000378643 11,333 128,444444 900
0,3664 0,359 0,007 4,95344E-05 21,333 455,111111 1600
0,4240 0,444 -0,020 0,000407339 31,333 981,777778 2500
0,4488 0,529 -0,080 0,006432575 41,333 1708,44444 3600
suma 0,00844164 | suma 4188,44444 9216
Elaborado por: Christian Tafur
Tablas D6: Resultados de pendiente, intercepto y r’ de los 5 dias
N° m N° b N° 2
1 0,008 1 0,009 1 0,9984
2 0,008 2 0,012 g g'ggég
3 0,008 3 0,015 2 0:9994
4 0,008 4 0,013 5 0,9773
5 0,008 5 0,029 PROMEDIO 0,9939
PROMEDIO 0,008 PROMEDIO 0,016 DESVEST 0,0093
DESVEST 0,000 DESVEST 0,008 m MAX 1,0079
m MAX 0,008 m MAX 0,027 m MIN 0,9799
m MIN 0,008 m MIN 0,004

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla D7: Resumen de la mejor curva (Dia 4)

. Coeficiente | Coeficiente de . Pendiente | Pendiente Intercepto | Intercepto | Errorde | Incertidumbre
Parametros ., Pendiente .. . . Intercepto L. L . . .. . ..
de determinacion minima maxima minimo maximo | calibracién | de calibracion
correlacién
Técnicos r r2 b bmin bmax a amin amax Sy Uci
| Técnico3 | 0,9997 0,9994 0,00805789 | 0,0079 | 0,0082 | 0,01263 | 0,00835 | 0,01692 | 0,00247 0,35
Elaborado por: Christian Tafur
CURVA DE CALIBRACION
__ 0,60000
2 050000 y =0,008x+ 0,012
> / R? = 0,999
£ 0,40000 /
% 0,30000
E / 4 Seriesl
¥ 0,20000
= / —Lineal (Series1)
& 0,10000 J
< 0,00000
@

0] 10 20 30 40 50 60 70

CONCENTRACION (ug/1)

Gréfico D1: Concentracion de estandares vs Abs con la ecuacion de la recta
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0,50000
0,45000
0,40000
0,35000
0,30000
0,25000
é_ 0,20000
0,15000
0,10000
0,05000
0,00000

o]
o
c
£
o

REGION DE CONFIANZA

& xestimada

====region de confianza 2

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

X Estim.

Grafico D2: Region de confianza con datos de la x estimada
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ANEXO E

REPETIBILIDAD

Tabla E1: Estandar 4 ppb

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 4,0000 0,0441 3,90505
100 4,0000 0,0464 4,19049
100 4,0000 0,0453 4,05398
100 4,0000 0,0447 3,97952
100 4,0000 0,0462 4,16567

X 4,059
S 0,121
%CVr 2,98

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla E2: Estandar 20 ppb

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 20 0,1728 19,877
100 20 0,1823 21,056
100 20 0,1722 19,803
100 20 0,1738 20,001
100 20 0,1866 21,590

X 20,465
S 0,808
%CVr 3,95

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla E3: ESTANDAR 60 PPB

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 60,0000 0,4915 59,428
100 60,0000 0,4943 59,776
100 60,0000 0,4958 59,962
100 60,0000 0,5044 61,029
100 60,0000 0,4988 60,334

X 60,106
S 0,611
%CVr 1,02

Elaborado por: Christian Tafur

118



Tabla E4: Datos de prueba de Fisher al 95% de confianza

X S S max S min F calculada | F tabulada | Hipdtesis
Punto 1 (4 ppb) 4,059 | 0,121 | 0,808 0,121 44,52 6,388 Hi
Punto 2 (20 ppb) 20,465 | 0,808 0,808 0,611 1,75 6,388 Ho
Punto 3 (60 ppb) | 60,106 | 0,611 | 0,808 0,121 44,52 6,388 Hi

Ho = s1?%/s®> < F tab

Hi = s1%/s®>> F tab

%CVr
Punto 1 2,98
Punto 2 3,95
Punto 3 1,02
Lr 0,336
Lr 2,241

Elaborado por: Christian Tafur
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ANEXO F

REPRODUCIBILIDAD

Tabla F1: Estandar 4 ppb

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 4,0000 0,0451 4,02916
100 4,0000 0,0454 4,06639
100 4,0000 0,0464 4,19049
100 4,0000 0,0466 4,21945
100 4,0000 0,0462 4,16567

X 4,134
S 0,082
%CVRi 1,99

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla F2: Estandar 20 ppb

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 20 0,1702 19,554
100 20 0,1790 20,646
100 20 0,1756 20,224
100 20 0,1749 20,142
100 20 0,1866 21,590

X 20,431
S 0,756
%CVRi 3,70

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla F3: Estandar 60 ppb

Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 60,0000 0,5110 61,848
100 60,0000 0,4800 58,001
100 60,0000 0,4900 59,242
100 60,0000 0,4970 60,111
100 60,0000 0,4988 60,334

X 59,907
S 1,420
%CVRi 2,37

Elaborado por: Christian Tafur

120



Tabla F4: Datos de prueba de Fisher al 95% de confianza

X S Smax | Smin F calculada | Ftabulada | Hipétesis
Punto 1 (4 ppb) 4,134 0,082 0,756 0,082 84,40 6,388 Hi
Punto 2 (20 ppb) 20,431 | 0,756 1,420 0,756 3,53 6,388 Ho
Punto 3 (60 ppb) 59,907 | 1,420 1,420 0,082 298,14 6,388 HI

Ho = s1%s? < F tab

Hi = s1%/s®>> F tab

%CVRi
Punto 1 1,99
Punto 2 3,70
Punto 3 2,37
LR 0,228
LR 3,936

Elaborado por: Christian Tafur
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ANEXO G

EXACTITUD

Numero y lote del material de referencia

PUNTO 1

Concentracion de Arsénico y desviacion estandar del materia de referencia

Number

S$193-697

Lot

697

X DECLARADO 9,78 ppb
S ESTUDIO 1,025
Tabla G1: Datos de la lectura del material de referencia
Aforo Muestra Lectura Resultado
(ml) (ug/L) (abs) (ug/L)
100 9,78 0,0916 9,80
100 9,78 0,0926 9,92
100 9,78 0,0931 9,99
100 9,78 0,0928 9,95
100 9,78 0,0936 10,05
Elaborado por: Christian Tafur
Tabla G2: Calculo de sesgo
Sesgo (X -
Lectura Resultado (ug/L) MCR (ug/L) Xa)
1 9,800 9,78 0,02
2 9,924 9,78 0,14
3 9,986 9,78 0,21
4 9,949 9,78 0,17
5 10,048 9,78 0,27
Elaborado por: Christian Tafur
X media 9,941
S 0,092
n 5
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t cal

0,786

t tab

2,776

n-1

t cal <t tab no hay diferencia significativa

2 colas a 0,025 (95%)

Tabla G3: Porcentaje de recuperacion

%

Lectura Resultado (ug/L) MCR (ug/L) Recuperacion
1 9,800 9,78 100
2 9,924 9,78 101
3 9,986 9,78 102
4 9,949 9,78 102
5 10,048 9,78 103
%R media 102
S 0,939
n 5

Elaborado por: Christian Tafur
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ANEXO H

Determinacion de la incertidumbre

Tabla H1: Incertidumbre de los equipos de medicion utilizados

EQUIPO INCERTIDUMBRE Unidades
U FR(CALIBRACION) 17,02 %
BALON AFORADO
100ml 0,1000 0,10 %
Resolucion del
espectrofotometro(abs.) 0,0010 0,06 %

Elaborado por: Christian Tafur

INCERTIDUMBRES

Tabla H2: Porcentajes de repetibilidad, reproducibilidad, para el estandar mas bajo (4
ppb) y exactitud para el MCR

ug/L %
REPETIBILIDAD 0,121 3,03
REPRODUCIBILIDAD 0,0822 2,06
EXACTITUD 0,0919 0,94

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla H3: Valores de incertidumbre acumulada y expandida

INCERTIDUMBRE ACUMULADA

9,31

INCERTIDUMBRE EXPANDIDA

18,63

Elaborado por: Christian Tafur

ug/L

U%

RANGO

4260

18,63
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Tabla I1: Datos de absorbancia y concentracién para cada concentracion

ANEXO |

FUNCION RESPUESTA

N° VALOR NOMINAL LECTURA (ABS.) | CONCENTRACION ug/L
1 4 0,04540 4,067
2 4 0,04640 4,191
3 4 0,04663 4,220
4 6 0,06000 5,879
5 6 0,06300 6,251
6 6 0,06103 6,007
7 8 0,08270 8,696
8 8 0,08400 8,857
9 8 0,08057 8,431
10 10 0,09200 9,850
11 10 0,09900 10,719
12 10 0,09943 10,772
13 20 0,17900 20,647
14 20 0,17560 20,225
15 20 0,17493 20,142
16 30 0,25600 30,203
17 30 0,27400 32,437
18 30 0,26100 30,823
19 40 0,34880 41,719
20 40 0,35600 42,613
21 40 0,33793 40,371
22 50 0,40500 48,694
23 50 0,42100 50,680
24 50 0,41937 50,477
25 60 0,48000 58,002
26 60 0,49000 59,243
27 60 0,49700 60,111
28 9,78 0,0916 9,800
29 9,78 0,0926 9,924
30 9,78 0,0931 9,986

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla I2: Resultados de pendiente intercepto y coeficiente de determinacion

ABS. CONC.

m (pendiente) 0,008 0,992
lo (intercepto) 0,017 0,587
r’ 0,998 0,998

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla I13; Incertidumbre estandar

CONCENTRACION uA (CONC)) uA (%)
4 0,0469 1,174
6 0,1092 1,820
8 0,1242 1,553
10 0,2989 2,989
20 0,1563 0,781
30 0,6657 2,219

40 0,6517 1,629
50 0,6308 1,262
60 0,6122 1,020
9,78 0,0547 0,560

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla 14: Incertidumbre u patrén

CERTIFICADOS
uaforo BALON 100 0,100 | ml
Umicropipeta 1000 uL 0,130 | %
umicropipetas100 uL 0,110 | %

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla I5: Incertidumbres y sus porcentajes

PATRONES %
u concentracion 1,000
U micropipeta 0,130 0,065
u aforo(balén
100ml) 0,100 0,050
upipetas10mi 0,110 0,055
u PATRON 1,005

Elaborado por: Christian Tafur

126



Tabla 16: Incertidumbre para cada nivel

4,000 6,000
uA 1,174 uA 1,820
uresol 0,034 uresol 0,034
uPatron 1,005 uPatron 1,005
%uNivel 1,545 %uNivel 2,079
8,000 10,000
uA 1,553 uA 2,989
uresol 0,034 uresol 0,034
uPatrén 1,005 uPatrén 1,005
%uNivel 1,850 %uNivel 3,154
20,000 30,000
uA 0,781 uA 2,219
uresol 0,034 uresol 0,034
uPatrén 1,005 uPatrén 1,005
%uNivel 1,273 %uNivel 2,436
40,000 50,000
uA 1,629 uA 1,262
Uresol 0,034 uresol 0,034
uPatréon 1,005 uPatrén 1,005
%uNivel 1,914 %uNivel 1,613
60,000 CRM
uA 1,020 uA 0,560
uresol 0,034 uresol 0,034
uPatrén 1,005 uPatrén 1,005
%uNivel 1,432 %uNivel 1,151

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla 17: Establecimiento del Porcentaje de Residual Mas Elevado

Ne RESIDUAL
1 0,067
2 0,191
3 0,220
4 0,121
5 0,251
6 0,007
7 0,696
8 0,857
9 0,431
10 0,150
11 0,719
12 0,772
13 0,647
14 0,225
15 0,142
16 0,203
17 2,437
18 0,823
19 1,719
20 2,613
21 0,371
22 1,306
23 0,680
24 0,477
25 1,998
26 0,757
27 0,111

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla I18: Falta de ajuste (fa)

VALOR NOMINAL

4 0,220

6 0,251

8 0,857
10 0,772
20 0,647
30 2,437
40 2,613
50 1,306
60 1,998

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla 19: % Falta de ajuste

VALOR NOMINAL
4 5,50
6 4,18
8 10,71
10 7,72
20 3,23
30 8,12
40 6,53
50 2,61
60 3,33
%FA (méax): 10,71

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla 110: Incertidumbre, expandida k: 2

VALOR NOMINAL
4 13,81
6 14,87
8 14,41
10 17,02
20 13,26
30 15,59
40 14,54
50 13,94
60 13,58

%UFR (k:2) 17,02

Elaborado por: Christian Tafur
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ANEXO J

ANALISIS DE VARIANZA

ANOVA Simple - Absorbancia por Concentracion (Dia)

Software: Statgraphics
Variable dependiente: Absorbancia (Abs)
Factor: Concentracion (ug/L)
Seleccion de la Variable: Dia

Tabla J1: Resumen Estadistico para Absorbancia

Concentracion [Recuento  |Promedio Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion  |Minimo Maximo
4 6 0,0462 0,00086487 1,87201% 0,0451 0,0475
6 6 0,0612167 |0,00138768 2,26684% 0,06 0,063
8 6 0,0869 0,0123168 14,1736% 0,075 0,1103
10 6 0,1086 0,0154657 14,241% 0,092 0,1328
20 6 0,180233 0,00909564 5,04659% 0,1702 0,1951
30 6 0,266917 0,0151209 5,66503% 0,253 0,294
40 6 0,34505 0,0199581 5,78413% 0,309 0,3664
50 6 0,416533 0,0127589 3,06313% 0,3977 0,4321
60 6 0,482217 0,0267066 5,5383% 0,4488 0,521
Total 54 0,221541 0,155639 70,2532% 0,0451 0,521

Elaborado por: Christian Tafur

Tabla J2: Tabla ANOVA para Absorbancia por Concentracion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1,27395 8 0,159244 724,09 0,0000
Intra grupos 0,00989649 45 10,000219922

Total (Corr.) |1,28385 53

Elaborado por: Christian Tafur
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Tabla J3: Tabla de Medias para Absorbancia por Concentracion con intervalos de
confianza del 95,0%

Error Est.
Concentracion |Casos |Media (s agrupada) |Limite Inferior |Limite Superior
4 6 0,0462 0,00605423  |0,0375776 0,0548224
6 6 0,0612167 |0,00605423 0,0525943 0,069839
8 6 0,0869 0,00605423  |0,0782776 0,0955224
10 6 0,1086 0,00605423  |0,0999776 0,117222
20 6 0,180233 0,00605423  |0,171611 0,188856
30 6 0,266917 0,00605423  |0,258294 0,275539
40 6 0,34505 0,00605423  |0,336428 0,353672
50 6 0,416533 0,00605423  |0,407911 0,425156
60 6 0,482217 0,00605423  |0,473594 0,490839
Total 54 0,221541
Elaborado por: Christian Tafur
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Grafico J1: Dispersion de datos concentracion vs absorbancia con los datos de los 6
dias

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Grafico J2: Medias de concentracion vs absorbancia y 95 % de Fisher
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Gréfico de Medianas
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Grafico J3: Datos de medianas en concentracion vs absorbancia
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Gréfico J4: Cuantiles de absorbancia vs proporcion para cada concentracion
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ANEXOS FOTOS

Se alinea la celda, tiene
gue pasar el haz desde un
lado al otro por medio de
la celda de cuarzo.

Con las perillas se regula
el paso del gas acetileno y
oxigeno.

(rojo acetileno y azul aire).

Preparacién de los
reactivos que van en el
generador de hidruros.
(HCl'y NaBHy)

Se debe tener el EPP
adecuado.
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Preparacion de los
estandares desde 1000
ppm, con las respectivas
diluciones.

Se prende la llama con el
ignitor, teniendo
precaucion que la celda de
cuarzo no este mojada.

Con la llama encendida se
debe esperar que se
caliente la celda y la
lampara por un
aproximado de 15 min.

La llama debe ser azul y
estar a 200°C aprox.

El equipo esta listo se
debe programar en el
software con todas las
especificaciones.
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Generador de hidruros,
con su reactor donde se
mezcla, &cido, agente
reductor, gas inerte
(argén) y la muestra. Pasa
a un separador gas -
liquido, el gas conocido
como arsenita va al
detector y llama.

Con paciencia se debe
pasar cada uno de los
estandares, teniendo en
cuenta la absorbancia
permanezca estable para
la lectura.
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