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RESUMEN

La implementacion de un método de ensayo asegura la confiabilidad analitica del resultado de
ensayo, razon por la cual € presente trabajo aborda la implementacion del método analitico
descrito en e Standard Methods 3111 D - Direct Nitrous Oxide - Acetylene Flame Method para
la determinacién de bario, en la matriz de agua residual, utilizando un espectrometro de
absorcion atdmica. Est4 implementacion tiene el enfoque del sistema de gestion de calidad de
laboratorios de ensayo ISO/IEC 17025:2005, siendo los parametros estadisticos evaluados: la
exactitud (veracidad y precision), limite de deteccion del métado, limite de cuantificacion, rango
detrabajo, linealidad, sensibilidad y robustez.

Palabras clave.- Espectrémetro de absorcién atémica, Bario, Implementacién, Exactitud, Limite
de deteccion del método, Agua residual, | SO/IEC 17025.

ABSTRACT

The implementation of a test method ensures the analytical reliability of the test result, reason
why the present paper deals with the implementation of the analytical method described in the
Sandard Methods 3111 D - Direct Nitrous Oxide - Acetylene Flame Method for the
determination of barium in the matrix of wastewater, using an atomic absorption spectrometer. It
is implementation has the approach of the system of management of quality of testing
laboratories ISO/IEC 17025: 2005, being evaluated statistical parameters. accuracy (trueness
and precision), method detection limit, quantification limit, working range, linearity, sensitivity
and robustness.

Key words.- Atomic absorption spectrometer, Barium, Implementation, Accuracy, Method
detection limit, Wastewater, | SO/IEC 17025.

INTRODUCCION

Actuamente la confiabilidad analitica de un
método de ensayo es necesaria e imprescindible
para la imagen de un laboratorio, adicionalmente
€S un requisito para quienes optan por implementar
y acreditar los criterios de la norma ISO/IEC
17025:2005, que es e distema de gestion de
calidad recomendado para un laboratorio de
ensayo y de calibracion. Un método de ensayo

debe demostrar capacidad analitica para su
gecucion, esto s logra mediante la
implementacion o validaciéon del método de
ensayo a redizar [1]. La directriz de INDECOPI
SNA-acr-06D (2011), en € punto 5.4.2, exige que
los métodos de ensayo antes de su trabgo
rutinario, deba de verificar su adecuacién para su
uso mediante evaluaciones estadisticas. Los
pardmetros para la implementacion de un método
de ensayo son los mismos para la validacion.
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La implementacion o validacion se rediza
cubriendo todo €l rango del procedimiento
analitico especificado en € acance del método y
por cadatipo de matriz donde sea aplicado [2].

Siendo los pardmetros de validacion; veracidad,
precision  (repetibilidad y  reproducibilidad),
selectividad / especificidad, rango de trabgo,
linealidad, limite de deteccion y cuantificacion,
incertidumbre, sensibilidad y robustez. El
laboratorio debe sustentar técnicamente la
aplicacion o no de estos pardmetros [3].

La implementacién se reaizd en el periodo de tres
meses en un laboratorio acreditado bagjo la horma
NTP ISO/IEC 17025:2006 , contando con un
equipo de absorcion atdmica Varian 240 FS,
l&mpara de c&todo hueco Varian, Standard de bario
Merck de 1000 mg/L, combustible de gas acetileno
y éxido nitroso.

El método analitico utilizado como procedimiento
para la determinacion de bario en matriz de agua
resdual por espectrometria de absorcion atdmica
es e Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater 22st Edition.

DESARROLLO DE LOSPARAMETROS DE
IMPLEMENTACION

1. Exactitud.- Es definida como la concordancia
entre un resultado de ensayo y e vaor de
referencia aceptado [4]. El término exactitud
considera los errores sisteméticos como también
los errores aeatorios ya que estos siempre estén
presentes en e resultado de una medida, es decir la
exactitud es la suma de dos parametros [5]:

Exactitud = Veracidad + Precision D

Se evaluara estos parametros en tres niveles de
concentracion asociados a la curva de calibracion
del método.

NUmero de ensayos arealizar

El teorema del limite central nos indica que una
muestra tomada de una poblacién tiene
distribucion normal cuando el tamafio de muestra
es grande [6]. Un valor de n >30 es definida como
muestra grande y por ende asegura una
distribucion normal, pero por otro lado resulta muy
costoso y laborioso € aplicarlo. Es por eso que
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Kuttatharmmakul et al [7] basada en |a inecuacion
para la determinacion de la minima cantidad de
datos parala exactitud de la 1SO 5725-6 aplicada a
varios laboratorios, modificandola a un solo
laboratorio en condiciones de precisién intermedia,
variando los factores como  operadores,
instrumentos y dias. Reduciendo factores a la
unidad, sellega alasiguiente expresion:

(P08 +(R-0%(1 1
| 2(t(2r1—2,a/2) +t(2n—1,b))\/ A P A B Bl L L
AT PB -2 PA PB

)

Donde A corresponde al sesgo minimo que €
analista quiere detectar; P,y Pg corresponden alas
veces que debe anadizarse la muestra de validacion
con e méodo de referencia y con e método

aternativo; t,,,es e valor de t tabulado de dos

colas para un nivel de significancia oy Pa+ Pg— 2
son los grados de libertad; t, es el valor de t

tabulado de una cola para un nivel de significancia
By Pa+ Pg — 2 grados de libertad; S7, y S’y

corresponden a las varianzas asociadas a la
precisiéon intermedia del método de referencia y
del método alternativo [8]. Para aplicar la
inecuacion en (2), debe demostrarse que el método
aternativo no tiene sesgo significativo frente a de
referencia, es decir:

d=m-m,=0 ©)

Donde & es el sesgo; m,y M, son los valores de

tendencia central del método de referencia y €
método a evaluar. El método de referencia, puede
ser también un valor de referencia tal como un
materia de referencia certificado(MRC), un valor
de consenso de interlaboratorios y una cantidad
adicionada para el empleo de recuperaciones(%Re)
: siendo este Ultimo €l caso a utilizar.

En (2) § P,= Pg, obtenemos la siguiente
expresion:
28IZB
I = (t(2n—2,a/2) +t(2n—1,b)) T
B

4)
d=m,-m;=0
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| = (t(Zn—Z,a/Z) +on 1)

©)

El termino SﬁB/PB - tiene la forma de S?/n;:

siendo este la desviacion estandar de lamedia
Obteniendo |a siguiente expresion:

Ss
I 2(t(n-La/Z) +t(n—1b) nfef + P (6)
B

Donde myes la incertidumbre estandar de la

referencia, para la adicién serd € vaor de
incertidumbre del estandar de bario.

Para obtener |a precision intermedia del método, se
realizd ensayos preliminares.

Resultados de los ensayos preliminares

Se redizaron 10 ensayos preliminares obteniendo
los resultados descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados preliminares.

Ne de C, C %Re
ensayos
1 5.152 7.305 107.7
2 5.336 7.406 103.5
3 5.187 7.261 103.7
4 5.265 7.152 94.4
5 5.208 7.114 05.3
6 5.020 7.099 104.0
7 5.040 6.933 94.7
8 4.753 6.646 94.7
9 4.681 6.588 95.4
10 4.694 6.710 100.8
%Re= (CCO]xlOO% 7)
Ad

%Re es € porcentgje de recuperacion; C es la
concentracion fortificada;, C, es la concentracion

nativa; Cag €s la concentracion adicionada; siendo
esta2.00 mg/L de bario. Obteniendo:

Sty =2554 (8)

A=7.65 )

Tabla 2. Resultado de la inecuacion (6).

A 7,65
S,s- | 2554
Ue | 2,00
Mref 1,00

a 0,05

B 0,10
tulz 2, 31

tg 1,40

Resolviendo (6) con (8) y (9), se obtiene un valor
de 9 para Pg, siendo este € nimero de ensayos a
realizar por cada nivel de ensayo para demostrar
exactitud.

Aplicando la prueba t-Student (P = 0.712) se
demuestra que e sesgo es no significativo al 95%
de confianza (3).

Veracidad.- Es e grado de aproximacion entre e
valor promedio obtenido de una larga serie de
resultados del ensayo y un valor de referencia
aceptado [4].

Tabla 3. Resultados nivel |.

Nivel I (mg/L)

N2 Ensayos Co c' %Re
1 0.853 2.886 101.7
2 0.876 2.873 99.9
3 0.905 2.823 95.9
4 0.935 2.999 103.2
5 0.946 2.972 101.3
6 0.964 3.067 105.2
7 0.919 2.949 101.5
8 0.918 2.871 97.7
9 0.952 2.907 97.8
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Tabla 4. Resultados nivel Il.

Nivel Il (mg/L)

N2 Ensayos Co c %Re
1 2.886 4.881 99.8
2 2.987 4.921 96.7
3 3.048 4.958 95.5
4 2.985 4.973 99.4
5 2.893 4.887 99.7
6 2.937 4.904 98.4
7 2.915 4.826 95.6
8 2.874 4.890 100.8
9 2.864 4.903 102.0

Tabla 5. Resultados nivel 111.
Nivel Il (mg/L)

N2 Ensayos Co c' %Re
1 6.380 8.310 96.5
2 6.517 8.506 99.5
3 6.859 8.835 98.8
4 6.981 8.789 90.4
5 6.901 8.767 93.3
6 6.668 8.540 93.6
7 6.751 8.605 92.7
8 6.709 8.637 96.4
9 6.609 8.491 94.1

Se desarrollaron para tres niveles de veracidad
segln las concentraciones de rutina de las
muestras. Los resultados son normales y libres de
outliers.

Para verificar que e método de ensayo es veraz, €
porcentgje de recuperacion (%Re) dado por cada
nivel, debe comprenderse entre 80-110% [13]; en
tal sentido podemos concluir que € método de
determinacion de bario por espectrometria de
absorcion atdmica es veraz en sus tres niveles de
concentracion.

Precision.- Es el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo obtenido bajo condiciones
estipuladas [4].

La precision se determina calculando la desviacion
estandar de repetibilidad:
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3 (n, - 1)s/’
S — i=1

T e (10

i=1

Donde p es cantidad de analistas participantes en
el estudio de precision del método de ensayo; n
cantidad de repeticiones realizadas por € i-ésimo
andlista; S esla desviacion estandar asociada alas
repeticiones realizadas por € i-ésimo analista[14].
Cdculada la S, se verifica que la desviacion
estdndar relativa de repetibilidad, RSDr, sea
menor que la desviacion esténdar relativa de
repetibilidad tedrica o de Horwitz, RSDryonitz-

RSDr = > x100 (11)
X

Donde S es la desviacion estandar de repetibilidad
asociada al estudio de precision del método de
ensayo; es € promedio de lasy repeticiones
realizadas por todos los analistas.

La desviacion estandar relativa de repetibilidad de
Horwitz, viene dada por la siguiente expresion:

RDr, ., = 0,67x2°%°9() (1)

Donde C es la concentracion del analito expresado
como fraccion decimal [15]; con estos criterios
podemos decir que el método es preciso.

Obteniéndose los siguientes resultados para los
tres niveles en e estudio de precision de bario.

Tabla 6. Resultado de estudio de precision

5 0.036 0.062 0.191

X 0.919 2.832 6.708
RSD, 3194 213 2.85
[y — 10.86 8.12 8.05

En e cuadro observamos que los valores de RSD,
son menores al tedrico de Horwitz RSDryonwitz, POr
lo tanto el método de bario es preciso en los tres
niveles de concentracion. Se concluye que €
método de bario por absorcion atdmica para la
matriz de agua residual es exacto, ya que se ha
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demostrado veracidad y precision en todo € rango
detrabajo.

Rango de trabajo.- Es € intervalo entre lamés alta
y mas baja concentracién del analito en la muestra,
para la cua se ha demostrado que e método
analitico tienen un nivel apropiado de precision,
veracidad y linealidad [3]. El manual del equipo de
absorcion  atémica, nos  proporciona las
condicionesy rango de trabgjo a trabajar [16].

Wavelength Slit Width Optimum Working
(nm) {nm) Range (pg/ mL)
B53 6 _Il}.ﬁ _ 0.2-50

100 ,
1 1 N _______________________
T el b e
 un)..
1Y D i S ________ R S
i A T i B 0
Corcerhanon fngl|

Linealidad.- Es la relacién entre la concentracion
de andito y respuesta del método. Define la
capacidad del método para obtener los resultados
de la prueba proporcionales a la concentracion del
analito [9]. Se evalud tres curvas de calibrado en
tres dias diferentes.

Tabla7. Resultado de estudio de linealidad.

C (mg/L) Absorbancia
0.00 -0.0003
2.00 0.0490
DIA 1 4.00 0.0952
6.00 0.1407
8.00 0.1844
10.00 0.2286
0.00 0.0000
2.00 0.0485
4.00 0.0974
DIA 2
6.00 0.1370
8.00 0.1842
10.00 0.2315
0.00 -0.0001
2.00 0.0495
DIA 3 4.00 0.0979
6.00 0.1416
8.00 0.1898
10.00 0.2312

Para demostrar lalinealidad se debe cumplir que:
Existe relacion entre las variables.

Se determina por e coeficiente de correlacion (r).

3 O
J § _X)z(y —VJZ (19)

Tabla 8. Estadistica de regresion.

r =

Estadisticas de la regresidn
Coeficiente de correlacion multiple 0.9996
Coeficiente de determinacion R*2 0.9992
RA2 ajustado 0.9991
Error tipico 0.0024
Observaciones 18

El vaor recomendado para el coeficiente de
correlacion es r> 0,995 [10], siendo ladel bario
igual aunr =0,9996.

La relacion sealineal .- Se tiene que demostrar que
los coeficientes lineales son dSignificativos,
mediante & andlisis de varianza de los residuales
(ANOVA).

azx0
b0 (21)

Se acepta la hipétesis dterna, los coeficientes
lineales son distintos a cero a un 95% de
confianza. (P=0.00) al 95% de confianza.

Los residuos de la regresion debe tener
distribucion normal.

El valor residual delosi datos () viene dado por:

N

€E=Y—Y (22)

Donde Yy, esel valor pronosticadoe y, ¢l
valor experimental .
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Tabla 9. Resultado delosresiduales.

n RESIDUALES
1 -0.00251
2 0.00087
3 0.00115
4 0.00073
5 -0.00148
6 -0.00320
7 -0.00221
8 0.00037
9 0.00335
10 -0.00297
11 -0.00168
12 -0.00030
13 -0.00231
14 0.00137
15 0.00385
16 0.00163
17 0.00392
18 -0.00060

El vaor de p-valor 0,43 es mayor a nivel de
significancia 0=0.05, se acepta la hipotesis nula,
los residuales tienen distribucion normal a un 95%
de confianza.

Limite de deteccion del método (L DM)

La menor concentracion del andito en una
muestra, que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificada con un valor exacto

[9].

Se evalud experimentalmente el LDM, preparando
concentraciones cercanas a Limite de deteccion
instrumental (LDI) [10].

El LDI, ruido de equipo, se abtuvo por
informacion del fabricante en € software del
equipo, siendo para €l bario:

LDI = 0,02 mg/L (23)
Se prepard 7 blancos fortificados 5 veces € valor

del LDI por 3 dias, pasando por todo €l proceso de
digestion.
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Tabla 10. Resultadosdelostresdias.

Mediciones| Dial Dia 2 Dia3 | Unidad

0.087 0.093 0.115 mg/L
0.101 0.094 0.106 mg/L
0.074 0.109 0.098 mg/L
0.090 0.090 0.103 mg/L
0.092 0.081 0.098 mg/L
0.105 0.093 0.097 mg/L
0.065 0.094 0.099 mg/L
0.014 0.008 0.006 mg/L

NiN|o|oa|s]lw|d]-

Estimando € Iimite de deteccion del método:

LDM =t S

— M(n-la)"

pooled (24)

Siendo Spooled:

N, + N, +N;...— N,

Spooled =
(25)
La desviacion estandar combinada de los tres dias

con t-student con n-1 grados de libertad de una
colaal 99% de confianza.

Por lo tanto:
LDM =2.528 (0.01) (26)
LDM =0,03 mg/L (27)

Limite de cuantificacion del método (LCM)
Es la concentracion del analito que produce una
sefid suficientemente fuerte que € blanco, € cua

puede ser detectado con un nivel de confiabilidad
durante las operaciones de rutina [10].

LCM=10 Sg (28)

Donde Sz , es la desviacion estandar de 10
blancos del proceso, siendo entonces :

LCM = 10 (0,007) (29)

LCM = 0,07mg/L (30)
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Sensibilidad

Es el cambio en la respuesta de un instrumento de
medida dividido por e cambio correspondiente en
el estimulo [3].

Sensibilid ad = O Respuesta 0¥ (31)
oConcentrac ion  oX

Viene determinada por la pendiente de la recta de
calibracién, cuando mayor es la pendiente €l
método es més sensible.

Sensibilidad = pendiente de larecta

b= 0.023 (32
Robustez
Es la medida de la resistencia de un método
cambio de respuesta cuando se introducen
pequeiias variaciones en el procedimiento [9].
Se utilizara el disefio de Y ouden-Steiner, € cual es
un disefio experimental factorial fraccionado [11].

Se tiene tres factores a analizar en dos niveles de
estudio con 8 experimentos, es decir:

Ls(2)° (33)

Tabla 11. Factores de estudio.

"A" Volumen de 1 100 mL

muestra 2 50 mL

"B" % KCI 1 25% KClI

adicionado 2 10% KClI
"C" Tiempo de 1 3s
lectura por replica 2 2s

Obteniendo €l siguiente arreglo:

Tabla 12. Disefio experimental .

o
Exper:\:nentos A Faa:res Cc Resultados
1 1 1 1 Y,
2 1 2 1 Y,
3 2 1 1 Y,
4 2 2 1 Y,
5 1 1 2 Ys
6 1 2 2 Y
7 2 1 2 Y,
8 2 2 2 Y
Tabla 13. Resultados.
Ne Factores Resultados
Experimentos| A B C (mg/L)
1 1 1 1 6.00
2 1 2 1 5.74
3 2 1 1 6.10
4 2 2 1 5.91
5 1 1 2 5.91
6 1 2 2 5.57
7 2 1 2 5.85
8 2 2 2 5.68

Los efectos de los factores se calculan de la
siguiente manera:

EfectoA:zYm;ZY— (34

Dénde:

Y,
LYV : Suma de los resultados Y; , cuando €l
factor A toma signo positivo o el valor de 1.

ZYAf © Suma de los resultados Y;, cuando ¢
factor A toma signo negativo o €l valor de 2.
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Tabla 14. Resultado ddl efecto de factores.

Factores A B C
et | 20 | 2% | 2
1 23.23 23.87 23.76
2 23.54 22.90 23.01
Efecto de

0.08 0.24 0.19
factor

Para determinar si €l efecto es significativo o no,
se debe contrastar con un valor, e cua definira s
es o no influyente en e experimento.

Seglin [11] tenemos:

R.=2.8S (35)
R.=2.8S (36)
S.=1.6S (37)

Donde R, eslareproducibilidad entre |aboratorios;
S, es la desviacion estandar entre laboratorios; S
es la desviacion estandar de repetibilidad; S esla
desviacion estandar de la carta control.

Igualando (36) y (37), obtenemos:

S=S (38)
Entonces de (37) y (38)
S=1.6S (39)

El efecto serd significativo si:
Efecto >1.4S_, (40)

De (39) en (40) obtenemos:
Efecto >1.4x(1.6S,) (41)

Por lo tanto se obtiene;

Efecto> 2.24S, (42)
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Para la determinacién de S, se determina la
ecuacion (25), siendo la concentracion el promedio
de los 8 resultados del estudio de robustez,
obteniéndose:

S =0.129 mg/L
De laecuacion (42)

Efecto > 0.29

Por lo tanto se concluye que los cambios en los
factores A, B y C; no son significativos debido a
que no superan € nivel del efecto.

Tabla 15. Resultado del estudio de robustez.

Efecto del »
Factores Valortabla Conclusion
factor
A 0.08 0.29 El factor noinfluye
B 0.24 0.29 El factor no influye
C 0.19 0.29 El factor no influye
CONCLUSION

El método analitico para la determinacion de bario
por espectrometria de absorcion atdmica para la
matriz de agua residual, ha demostrado capacidad
y confiabilidad anaditica en los pardmetros
estadisticos mencionados, por o cual puede usarse
como método de rutina.
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