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RESUMEN.

En la presente teds, se desarrolla una metodologia dternativa, para la determinacion de
pomo (Pb) en dimentos lidfilizados mediante la técnica de espectrofotometria de
absorcion atdmica, via horno de gréfito.

Se tomO como referencia un méodo estandarizado de la “OFFICIAL  METHODS OF
ANALYSIS OF AOAC 99911". Se utilizd como MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIHCADO: “Simulated diet F” (Reference material, LIVSMEDELS VERKET,
NATIONAL FOOD ADMINISTRATION), para evduar la trazabilidad de los resultados
y optimizar asi |a metodologia desarrollada.

El desarrdllo dd mencionado méodo = redizd en las ingtdaciones de la UNIDAD DE
SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICOS (USAQ), laboratorio que pertenece a la Facultad
de Quimica e Ingenieria Quimica de la UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN
MARCOS.

Las muedras, as como € materid de referencia certificado (cuya concentracion de
plomo es conocida), son liofilizados de verdures las cudes fueron tratadas mediante una
digestion &cida, parasu pogterior lecturaen € equipo de absorcion atdmica.

Se rediz0 una evduacion edadidica de los resultados, consderando que las
propiedades més importantes de un mé&odo anditico es que debe en lo poshble, esar libre
de errores sgemaicos eso dgnifica que d vador dado para la cantidad de andito deberia
ser d vaor verdadero, por élo d método sugerido en la presente tesis se contrastd con una
muestra de referencia (materid certificado).

Bl méodo propueto no generé errores Sstemdicos dgnificativos, as como también

los erores deaorios después de su respectiva evauacion dieron resultados de igud indole,
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todo esto, como producto de la evduacion estadistica de los datos obtenidos, los cudes se
sometieron  a una PRE-EVALUACION. Con ayuda dd programa MINITAB, se evaud

la Digtribucién Normal, obteniendo como resultado de la evduacon de probabilided:
0.077, veificando d comportamiento norma de los resdudes La probebilided en la
Igualdad de Varianzas de los resultados obtenidos para la muestra de referencia fueron de
0.248, de eda forma s verifica que no exige vaiabilidad Sgnifictiva entre andidas. A
continuacion se evaluo la linealidad, obteniendo como resultado la ecuacion de la curva de
cdibracion: Y =0.0263X — 0.0028, y como coeficiente de correlacion: 0.9994.

La precision obtenida es de 0.10%, dSendo muy aceptable para la metodologia
propuesta. La veracidad fue evduada en funcion de la t de student, obteniendo como
resultado t: 2.06, concluyendo que no exigen diferencias Sgnificatives y que la veracidad
es goropiada También == hdlaron los limites de deteccidén y cuantificacion dd método,

sendo 0.1437 ug/K g y 0.4791 ug/K g respectivamente.

Findmente podemos &firmar que d mé&odo cumple con los criterios establecidos como
on la linedidad, precigon, veracided, ademas dd edtablecimiento dd limite de deteccion

y cuantificacion aun nivel de confianza dd 95%.



1).- INTRODUCCION.

La determinacion de plomo (Pb) en dimentos lidfilizados es importante, debido a que
la concentracion debe verificar € nive de ultrarazas, Sendo de vitd importancia €
edablecer una metodologia anditica apropiada para dicho propdsito. A nive naciond e
internacionad exigen normas técnicas de andiss que resultan muy generdes, debido a eta
razdn, se tuvo la necesdad de desarollar una metodologia especifica para la matriz en
cuestion; nos referimos a los dimentos liofilizados S bien es sbido, la téenica de
liofilizacion es un proceso de costo eevado, a la vez, es la mas adecuada paa la
consarvacion de las propiedades naturdes de los dimentos, por consguiente se conviete
en d medio més Optimo e importante para la exportacion de dimentos como frutas y
verduras.

Las propiedades dimenticias y organolépticas de los dimentos producidos en nuestro
territorio en muchos casos superan a las producidas en otros ambitos dd mundo, razén por
la cud es importante ofrecer un producto de cdidad, no solo dimenticio, Sno, libre de
agentes contaminantes como metdes pesados 0 pedicides La mgor herramienta para
redizar un andids con exactitud y precison, conda de un andiss insrumentd, basado en
la espectrofotometria de abosorcion atdmica La informacion obtenida, resulta basica para la
resolucion de problemas de tipo técnico, dentifico, ambientad y sanitario, como es d
propésto de la presente tess  Igudmente, puede congtituir un soporte imprescindible para
los organiamos publicos responsables de la proteccion dd medio ambiente y de la sdud de
las personas. En otras ocasiones, sera € soporte de relaciones comercides basadas en la

confianza mutua entre suministrador y comprador.
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Bada, por demplo, penssr en las numerosss deleminaciones anditicas que
diariamente s redizan en d mundo paa @ control de los nivdes de los contaminantes en
muestras ambientdes, paa € control de residuos de pedticidas 0 de medicamentos de uso
vaginaio en dimentos o paa comproba que un producto indudrid cumple unes
determinadas especificaciones.

Para que todo dlo sea posble resulta imprestindible que la informacion suministrada
por la quimica anditica indrumenta, sea adecuada a la utilizacion previga Es lo que en
inglés se denomina fitness for pur pose (1a adaptabilidad para d propésito).®

Justamente es por esta razon, y, con la findidad de asegurar la cdidad de los
resultados, es que hacemos uso de la quimiometria Esta herramienta estadistica, ayudo a la
ugentacion de parametros edtablecidos para las mediciones anditicas que se desarrollan

en lapresente tesis.
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2).-FUNDAMENTO TEORICO.

2.1).-MARCO TEORICO SOBRE EL ELEMENTO PLOMO (Pb).
2.1.1).- EL PLOMO (Pb), ANTECEDENTESHISTORICOS.

B plomo (Pb) fue uno de los primeras metdes que utilizO  hombre para trabgar.
Exigen evidenciss de su us0 en d ese dd Ada Menor desde d afio 4 mil AC. Lo
emplearon tanto los egipcios como los bahilonios y los fenicios explotaron minas de plomo
en Espaia desde d afio 2 mil AC. Los romanos usaron @ plomo para la fabricacion de
ductos y utendlios diversos y, especidmente, para € admacenamiento dd vino. Durante la
Edad Media fue muy usado para techar edificios plblicosy catedraes.

Nicandro (200 AC) asocio @ cdlico, la condipacion, la pdidez y dgunas dteraciones
oculares con la exposicion a plomo y Hinio, en € primer sSglo de nuedra era, aseverd que
laintoxicacion por plomo se relacionaba con la congtruccion de embarcaciones.

En d dglo XVI, Paracdso destribié € cuadro clinico que denomind “enfermedad de
minero’. Ramazzini detectd temblor y pardiss de los miembros superiores en los dfareros
gue mangaban plomo. Fue hesta € dglo XIX cuando Andrd y Gavare, ad como
Maaseey describieron Signos'y sintomeas importantes de la intoxicacion por plomo.

La intoxicacion de nifios con pintura a base de plomo fue destrita, por primera vez, en
Brisbane, Audrdia 1897. Se cela que, después de una intoxicacion aguda con plomo, la
recuperacion era completay sn embargo, Byers y Lord refutaron esto en 1943, cuando
encontraron problema de retraso menta después de una intoxicacion aguda

A raiz de la Segunda Guerra Mundid, € uso de sdes orgénicas de plomo aumentd de
manera condderable en d mundo, en paticular, por su uso como antidetonantes en las
gadlines. No fue sno hasta 1970 que en dgunos paisss s empezaron a fabricar

automaviles con convertidores catdliticos para usar gasolinas Sin plomo.
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Como conscuencia dd nimeo creciente de estudios més sofidicados,  han
demostrado que hay dafio a niveles sanguineos de concentracion de Pb cada vez mas bgos,

dia.adia se restringe més, & uso del plomo en lamayoria de los paises®

2.1.2).- TOXICOLOGIA DEL PLOMO

Los medes pesados son hoy en dia una amenaza de vida en la poblacion que s
encuentra expuesta condantemente a las emanaciones de gases, paticulas y desechos
provenientes dd Sstema industrid, petrolero y minero en € pais

El PFomo es un metd blando que ha sdo conocido a través de los afios por muches
golicaciones Este ha Sdo usado ampliamente desde d 5000 ates de Crito paa
gplicaciones en productos metdicos, cables y tuberias, pero también en pinturas 'y
pedticides. El plomo es uno de los cuaro metdes que tienen un mayor efecto dafiino sobre
la sdlud humana. Este puede entrar en € cuerpo humano a través de la comida (65%), agua
(20%) y aire (15%).

Las comidas como fruta, vegetdes, carnes, granos, mariscos, refrescos y vino pueden
contener cantidades dgnificantes de Plomo. EIl humo de los cigaros también contiene
peguefies cantidades de plomo.

El Pomo puede entrar en d agua potable a través de la corroson de las tuberias de
dgunas ingaaciones caseras. Esto es més comin que ocurra cuando € agua es ligeramente
&ida Eda es la razon por la que ahora los sstemas de traamiento de agues publicas
requieren llevar a cabo un guse de pH en estas Que nosotros sgpamos, d Plomo no
cumple ninguna funcion esencid en d cuerpo humano, ese puede principamente hacer

dafio después de ser tomado en la comida, aire 0 agua. @
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2.1.3).- EFECTOSEN LA SALUD
El Plomo puede causar varios efectos no deseados, como son:
Perturbacidn de la biosintes's de hemoglobinay anemia
Incremento de la presion sanguinea.
Dafio alos rifiones.
Abortos y abortos sutiles.
Perturbacion del sistema nervioso.
Dario a cerebro.
Disminucion de lafertilidad del hombre através del dafio en € esperma
Disminucion de las habilidades de gprendizgie de los nifios,
Perturbacion en d comportamiento de los nifios, como es agreson, comportamiento
impulsivo e hi persensibilidad.
El Pomo puede entrar en d feto a través de la placenta de la madre. Debido a esto puede

causar serios dafios d sistema nervioso'y a cerebro de los nifios por nacer. @

2.1.4).- EFECTOSAMBIENTALESDEL PLOMO

Bl Pomo ocurre de forma naturd en € ambiente, pero las mayores concentraciones
gue son encontradas en € ambiente son € resultado de |as actividades humanas.,

Debido a la golicacion dd plomo en gasolinas, 2 presenta un cido no naurd dd
Pomo. En los motores de los coches, d Plomo es quemado, eso genera sdes de PFlomo
(cloruras, bromuros, 6xidos).

Edas sdes de Plomo entran en d ambiente a través de los tubos de escape de los
coches. Las paticulas grandes precipitardn en d sudo o la supeficie de aguas, las
pequefies particulas vigardn larges disancias a través dd are y permanecerdn en la

amodera Pate de ete Pomo cagra de nuevo sobre la tigrra cuando llueva. Este ciclo dd
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Plomo causado por la produccion humana etd mucho més extendido que € cido naturd
dd plomo. Ede, ha causado contaminacion por Plomo haciéndolo un tema mundid, no
s0lo la gasolina con Plomo causa concentracion de Plomo en d ambiente Otras
actividades humanas, como la combustion dd petrdleo, procesos industrides, combustion
de resduos sdlidos, también contribuyen.

El Pomo s acumula en los cuerpos de los organismos acudicos y organismos dd
sudo. Edos experimentardn efectos en su sdud por envenenamiento por Plomo. Los
efectos sobre la sdud de los crustéceos pueden tener lugar induso cuando sdlo hay
peguerias concentraciones de Plomo presente.

Las funciones en d fitoplancton pueden ser perturbadas cuando interfiere con d
Pomo. El fitoplancton es una fuente importante de produccion de oxigeno en mares y
muchos grandes animaes mainos lo comen. Ese es € porqué nosotros ahora empezamos
a preguntanos 9 la contaminacion por Plomo puede influir en los bdances globdes Las
funciones dd sudo son perturbadas por la intervencién del Plomo, especidmente cerca de
las autopistas y tierras de cultivos, donde concentraciones extremas pueden estar presentes.
Los organismos dd suelo también sufren envenenamiento por Plomo.

El Pomo es un demento quimico particularmente pdigroso, y s puede acumular en

organismos individuales, pero también entrar en |as cadenas dimenticias. @
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2.2).- MARCO TEORICO SOBRE LA LIOFILIZACION.
2.2.1).- PROCESO DE LIOFILIZACION.

El proceso de lidfilizacion (en inglés “freeze-drying’), consste bascamente en
introducir € producto a tratar en una camara, y redizarse vacio rgpidamente. Debido a la
disminucion de presion, @ agua contenida en @ materid se congela, a continuacion e
comienza a cdentar, manteniendo € vacio, paa aumentar la velocidad de sublimacion del
hido. Los nivdes de vecio y de temperatura de cadentamiento varian segin € producto a
tratar. @

En las inddaciones indudrides exigentes d vacio se logra mediante la combinacion
de bombas de vacio y “trampas frias’ que operan a —40 °C 6 —50 °C, para congdar d agua
que se extrae del producto, y reducir la presion de lacamara de liofilizacion. @ @

La utilizacion de bombas de vacio mecénicas y grandes equipos de frio, requiere d
goorte de mano de obra egpecidizada para su opeadion 'y mantenimiento, con los

consiguientes costos asociados. @

2.2.2).- LIOFILIZACION.

La lidfilizacién es la preservacion de maerides bioldgicos sin dafiarlos, congdando su
contenido de agua y luego removiendo € hido por sublimacion (pasge de hido a vgpor
sn pasar por agua liquida). Por dlo uno puede esperar que se combinen las ventgas del
congdamiento y @ desecado para obtener una forma propicia de presarvacion. Algunos
procesos de secado se escogen a fin de consarvar @ tamafio y la forma del dimento
origind. La liofilizacion de piezes grandes de dimentos es uno de dlos En la cud solo s

pierde peso del dimento permitiendo asi ahorros en @ cogto de trangporte, mé no en €

tamafio de los envases, @
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El principio en que s basa la lidfilizacdon es que, en cdetas condiciones de bga
presion, € agua se evapora dd higlo, Sin que éta se derrita

La liofilizacidn es un proceso que s agolica en tres grandes categorias de productos
bioldgicos

1. Mderides no vivientes tdes como plasma sanguineo, suero, soluciones de
hormonas, productos farmacéuticos y dimentos.

2. Trangplantes quirdrgicos de especies taes como arterias, pid y huesos.

3. Cdulas vives dedinadas a permanecer en ese edtado por largos periodos de
tiempo. Ejemplos que induyen becterias, virus levaduras (pero no cdulas de
mamiferos).

La lidfilizacion es de suma importancia para la conservacion de productos aimenticios
porque detiene d crecdmiento de microorganismos (hongos, mohos, €c), inhibe d
deterioro por reaccidn quimica (cambio de color y sabor, ranciedad, pérdida de
propiedades fidolOgicas, ec), y fadlita la digribucion y & dmacenamiento (no es
necesario mantener una cadena de frio), ademés € producto tratado no cambia de forma y

es faciimente rehidratable. ®

2.2.3).- MECANISMO.

Este méodo de secado requiere la congdlacion dd producto seguida de la sublimacion
dd hido para obtener un producto seco. La sublimecidn se consgue manteniendo un
gradiente de preson de vapor de agua entre € entorno y € hido contenido en @ producto.
Se puede decir, que d secado completo tiene lugar en tres fases Al principio, por
congeacion, = separa agua de los componentes hidratados de dimento mediante la
formacidn de crigdes de hiddo 0 mezclas eutécticas. Por subsiguiente sublimacion de estos

crigdes se separa agua de la masa del producto. Cuando todo @ hido ha sdo separado €



20

lido que queda contendra todavia pequefies cantidades de agua absorbida en la edtructura
de sus componentes, que se podra separar por evaporecion en goaraos de secado por
congdacidn, normamente por devacion de la temperatura dd producto o, en otros casos,
e “acabado” dd producto se puede hacer en otra clase de secadero, por gemplo, en un
Secadero detolva

La separacion de la mayor parte dd agua por sublimacion produce una sustancia con
edructura ligeramente porosa, pero que retiene la forma y tamafio dd producto origind.
De eda forma se evitan 0 minimizan muchas de las desventgas asociadas con otros
méodos de secado. La contraccion es practicamente derecisble, € movimiento de
Slidos solubles es limitado y se minimiza la deterioracion por € cdor. Las caracteristicas
de reconditucion dd producto son buenas tanto en veocidad como en catidad de
recongtitucion. @

La edtructura porosa de las céulas resltantes en @ producto find permite resbsorber
rgpidamente € agua El proceso de lidfilizacion conserva d méximo d sabor, las
vitamines, los mingdes y aomes que poseen los productos origindes. La liofilizacion

proporciona un producto completamente natural que esta libre de aditivos y conservadores.

2.2.4).- APLICACIONES.

La lidfilizacion puede emplerse para deshidraar dimentos liquidos sensbles y
costosos, como € café y los jugos, pero més cominmente e usa para secar dimentos
solidos costosos, como fresss, camarones enteros, cubitos de  pollo, champifiones
rebanados y en ocasiones piezas grandes de bistec y chuletas.

Egtos dimentos, ademés de colores y sabores ddicados, tienen dributos de textura y

aparienciaque no pueden conservarse mediante ningln otro método actua de secado.
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Una fresa entera, por gemplo, es blanda, frégil y et compuesta cas completamente
por agua, cudquiera de los métodos tradiciondes de secado que emplean cdor, causaria en

las fresas un dto grado de encogimiento, deformacion y pérdida de |a textura naturd.

Al recondtituirse estas fresas no tendrian ya su color, sabor y turgencia naturdes y se
paecerdan més a una memeada de fresa ESo se puede prevenir en gran pate
deshidratando la fruta en esado congdado de manera que no pueda encogerse O

deformarse mientras esta perdiendo su humedad. @

2.2.5).- VENTAJASY DESVENTAJAS.
La liofilizacion presenta una serie de ventgas frente a otras técnicas de secado,
en paticular la edructura origind dd dimento s matiene mgor y la
retencion de aoma y nutrientes es excdente. La textura es aceptable
especidmente con vegetaes.
Los productos liofilizados presentan una mayor cdidad que los mismos
productos deshidratados.
Los dimentos lidfilizados pueden s dmacenados a temperatura ambiente
durante largos periodosy su rehidratacion es sencilla
Los codos de lidfilizacion son esencidmente prohibitivos para  aplicaciones
ordinarias.
La lidfilizacon es un proceso cao, tato en téminos de inversGn como en

costo de operacion y también en tiempo de proceso. @9 ¢
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2.3).- MARCO TEORICO DE LA INSTRUMENTACION.

2.31).- TECNICAS INSTRUMENTALES PARA LA DETERMINACION DE
PLOMO

Para este edtudio, es conveniente describir propiededes fisicas que pueden utilizarse como
sfides anditicas en d andids cuditativo o cuantitaivo. Para este propddto se adjunta la
tabla N° 01, en donde se enumera la mayoria de las sefides anditicas que se suden utilizar
end andigsingrumentd.

Se obsava que las sds primeras eddn rdacionadas con la  radiacion
dectromagnética En la primera, d andito origina la sefid radiante; las cinco redantes
implican cambios en @ haz de radiacion producidos a su paso por la muestra. Las cuatro
siguientes son eéctricas.

Por dltimo, cuatro sefides diversas se agrupan conjuntamente. Estas son la razon
masa a carga, la velocidad de reaccidn, las sefides térmicas 'y la radiactividad.

La segunda columna de la tabla N° 01 indica los nombres de los méodos
ingrumentdes basados en las didtintas sefides anditicas. Deberia entenderse que excepto
en la cronologia, pocas peculiaridades diginguen a los méodos indrumentdes de sus
equivdentes clésicos. Algunas técnicas ingrumentdes son més sensbles que las técnicas
clésicas, pero otras no.

Un méodo ingrumentd puede sr més sdectivo para certas cdases de compuestos
0 dementos paa otros, un planteamiento gravimérico o volumérico puede suponer una
menor interferencia

Igudmente dificiles de establecer son las generdizaciones basadas en la exactitud,
la conveniencia o d tiempo empleados. Tampoco es necesriamente certo que los
procedimientos indrumentaes utilicen goaratos més figicados 0 més codons en

redidad, la moderna bdanza anditica dectronica que s emplea en las determinaciones
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gravimétricas supone un indrumento mé complgo y refinado que muchos de los usados

en los otros méodos mencionados en latablaN° 01. @

TABLA N° 01

SENAL

METODOS INSTRUMENTALES

Emison deradiacion

Absorcion deradiacion

Espectroscopia de emision (rayos X, UV,
visible, de dectrones, Auger); fluorescencia,
fosforescenciay luminiscencia (rayos X, UV y
visble)

Espectrofotometriay fotometria (rayos X, UV,
vishle, IR); espectroscopia fotoacidtica;
resonancia magnética nuclear y espectroscopia
de resonancia de spin dectrénico

Dispersion de la radiacion

Turbidimetria; nefelometria; espectroscopia
Raman

Refraccion delaradiacion

Refractometria; interferometria

Difraccion de la radiacion

Rotacion de la radiacion

Métodos de difraccion derayos X y de
electrones

Polarimetria; digoersidn rotatoria Optica;
dicroismo circular

Potencial déctrico

Potenciometria; cronopotenciometria

Carga deéctrica

Coulombimetria

Corriente déctrica

Polarografia; anperometria

Resstencia déctrica Conductimetria
Razon masa a carga Espectrometria de masas
Vedocidad dereaccion Métodos cinéticos

Propiedades térmicas

Conductividad térmicay méodos de entdpia

Radiactividad

Métodos de activacion y de dilucion isotdpica
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Como ya es sahido, ademés de los numerosos méodos indicados en la tabla N° 01
exige un grupo de procedimientos indrumentdes que se utilizan para separar 'y resolver
compuestos estrechamente relacionados. La mayoria de estos procedimientos se basan en
la cromatografia. Para completar d andisis tras las separaciones cromatograficas se suele
usy dgunas de las sefides de la tabla N° 01 Con eda findidad se han utilizado la
conductividad térmica, la absorcidon infraroja y ultravioleta, € indice de refraccion y la

conductanciaeléctrica. 1@

2.3.2).- SELECCION DEL METODO ANALITICO.
La sdeccion dd mé&odo anditico va esar basado en la definicion de la naturdeza

del problema andlitico. Estas definiciones o planteamientos son:

0 Esablecer laexactitud y precison.

0 Muedradisponible parad andiss.

0 Intervao de concentracion dd andito

0 Componentes de la muestra que interferiran.

0 Propiedadesfisicasy quimicas delamatriz delamuestra.

0 NUmero de muestras aandizar.

Edablecer la exactitud y precisén es de vitd importancia ya que determina cuanto
tiempo y esmero £ precisara paa d andids La muedra disponible y d intervao de
concentracion del andito determinan cuan sensble debe ser  méodo y a que intervao de
concentreciones  debe adaptarse. La interferencia de compuestos sera tratada por la
sectividad dd méodo a utilizar. El punto de las propiedades fiscas y quimicas se orienta

d hecho de § son disoluciones, normamente acuosas, § SON gaseSs 0 £ preentan en
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esado Slido; también que composicion quimica acompaiia d andito para su eventud y
satisfactorio tratamiento en caso de quelo requiera

El dltimo punto esta orientado a los costos, una consderacion importante es € nlmero
de muedtras que se tienen que andizar. S este nUmero es devado, = puede invertir una
cantidad condderable de tiempo y dinero en la indrumentacion, en @ desarollo dd
méodo y en la cdibracion. Ademéas s € nimero fuera muy devado, deberia degirse dd
método que precisard dd minimo tiempo de operador por muestra. Por otro lado, s solo se
tienen que andizar unas pocas muedras, la deccidon prudente sude s la de un méodo

més sencillo aunque seamés largo pero que requiera poco o ningun trabgo preliminar.

2.3.3).- INSTRUMENTOS PARA EL ANALISIS.,

En un sentido muy amplio, un indrumento para d andiss quimico cornviete una sefid
anditica que no sude ser deectable ni comprenshble directamente por un s humano en
una forma que § lo es AS un ingdrumento anditico puede consderarse como un
digpositivo de comunicacion entre e Ssstemaen estudio y d cientifico.

Un ingdrumento paa d andids quimico sude estar condituido como maximo por
cuaro componentes fundamentales. Etos componentes son un generador de sefides, un
transductor de entrada (denominedo detector), un procesador de la sefid y un transductor
de <ida o dispodtivo de lectura (ver figura N° 01, pag. 26). Paa eta metodologia

utilizaremos un espectrofotémetro de Absorcion Atémica (ver figuraN° 07, pag. 51). @
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2.4).- ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION ATOMICA.
2.4.1).- EL EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LOSELEMENTOS.

El principio de los mé&odos de medida por aisorcidn admica y emison atomica de
llama se conoce desde hace mé de un Sglo debido a la experiencia Kirchhoff, que
demogtrd que los gases incandescentes absorben a las mismas longitudes de onda que son
capaces de emitir.

Cuando se dispersa la luz emitida por un arco déctrico (inicamente una fuente de luz
blanca) con un prisma se obtiene un espectro continuo. S s sudlituye la fuente anterior por
un mechero Bunsen en d que s proyecta un poco de cloruro de sodio, se obtiene d
espectro de emison de este demento formado por rayas (imagenes de la rendija de
entrada) cuyo doblete amanillo es bien conocido y se Sta a 5839 nm. Edta pate de la
expeienciailugralaemison admicade llama

Findmente, § se asocian las dos fuentes procedentes colocando en d trayecto Optico
e aco déctrico y después la llama dd mechero Bunsen, se obtiene sobre le pantala un
espectro continuo con rayas oscuras en lugar de rayas de emisdon de sodio. Eda
“reinversdn” de rayas resulta de la presencia en la llama de una gran proporcion de &omaos
de sodio que quedan en edado fundamentd y que absorben a las mismas frecuencias que
pueden emitir los &omos excitados de este demento. ESo es una manifedacion de la
absorcion atdmica

Eda experiencia traduce la exigencia de estados de energia potencid perfectamente
definidos para cada &omo y que dependen de su configuracion eectronica Cuando un
aomo en edado libre s lleva a una temperaura devada, 0 se irradia con una fuente

luminosa en la region dd UV-VIS cercano, se favorece la transicion de uno de sus

electrones externos, dd estado fundamenta en que se encuentran normamente, a un estado

excitado. Edta transferencia corresponde a una absorcion de energia. Inversamente, cuando
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e &omo regresa esponténeamente a su estado fundamenta, puede reemitir este excedente
de energia bgo la forma de uno o varios fotones. En las experiencias precedentes, la llama

provoca |as trans ciones més probables dd &omo de sodio.

La ley de didribucion de Maxwdl-Botzmann permite cdcular d €fecto de la
temperatura sobre cada trandgcion. Desgnado por Np @ nimero de &omos en edtado
fundamenta y por N d del estado excitado, setiene:

No ~ & kTH

donde
T: temperatura absoluta en grados Kelvin;
g : nimeo entero pequelio (g depende de los nimeros cuanticos dd  demento
congderado)
DE : disperson de energia (julios) entre dos poblaciones (0) y (€);

k : Congtante de Boltzman (k = R/N = 1,38 * 102 JK). @

2.4.2).- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION POR ABSORCION
ATOMICA.

La determinacion de eementos es posble dempre que se pueda reacionar su
concentracion con la intensdad de la a@sorcion o de la emison luminosa correspondiente.
La absorbancia dd demento depende dd nimero de &omos N, que quedan en € edtado
fundamentd en d trayecto Optico. Se procede a redizar medidas comparativas con

disoluciones patron.

A=Kk|] *c
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Sendo A, la absorbancia; ¢, la concentracion dd demento; k| , un coeficiente
caracterigtico de cadademento paralalongitud de onda seleccionada

La comparacion e establece asi con la relacion de Lambert-Beer (aunque agui no s
cdcula @ coefidente de absortividad, §. El equipo regisra la absorbancia mediante la
rdacion de las intenddades trangmitidas en ausencia y presencia de la muestra La
linedidad s0lo es efectiva para bgas concentraciones. Los méodos siguen protocolos
césicos con d edablecimiento de una recta de cdibrado a partir de disoluciones sintéticas
de concentreciones crecientes de analito para los medios en los que @ efecto matriz es
desprecidble (Fig. N° 02). S la matriz es complga, s necesario recondruir, para toda la
gama de parones, 1o esencid dd medio o también utilizar d méodo de adicion de patron,

garantizando en este (iltimo caso lalinedlidad de la respuesta en absorbancia. @

0.4A
)&mbamcia de la muestra
A e OESCONOCIE

Concentracion de:
la muestra desconocida

N\

FIG. N° 02 CURVA DE CALIBRACION.®

2.4.3).- ESQUEMA OPTICO PARA ABSORCION ATOMICA.
El esquema Optico de un equipo de absorcon admica, ilusrado agui mediante un

moddo bésco de haz smple (Fig. N° 03), incorpora cuaro pates fundamentdes d haz
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luminoso procedente de b fuente (1) araviesa la llama (2) en la que d demento es llevado
a edado atomico, antes de ser enfocado sobre la rendija de entrada de un monocromador

(3) que s=Hecciona un intervdo muy estrecho de longitudes de onda El trayecto dptico

terminaen la ventana de entrada ddl detector (4).
En ausencia dd eemento buscado en € recorrido Optico, € detector recibe toda la
intenddad luminosa emitida por la fuente en d intevdo de longitudes de onda

sdleccionado por larendija de entrada dd Sstema dispersivo.

‘\ Monocromador (3)
] |
Lampara de

Detector (4) Iil Deuterio

Espejo Rotatorio

)’

Quemador (2)

=)
.“N Fuente de Luz (1)

FIG. N° 03 ESQUEMA OPTICO DE HAZ SIMPLE

2.4.4).- LAMPARASDE CATODO HUECO.

Los equipos de absorcion admica utilizan lamparas de descarga en presencia de argdn
0 de nedn, utilizados como gas de llenado a preson de algunos cientos de pascdes El
espectro de emisén de estas fuentes incluye rayas intensas que dependen dd demento
condituyente dd c&odo. Ad para andizar un demento como @ plomo, € céaodo debera
contener plomo. Por eso exigen lamparas diferentes con céodos huecos condituidos por

dementos puros y también por deeciones o0 polvos fritados para las lampaas



31

multidementdes (Fig. 04). El d&odo es de zirconio o de wolframio y la ventana de la

lamparaes de vidrio Pirex o de silice, seguin las longitudes de onda emitidas por € catodo.

Céatodo H\ﬁ:o Elemento de recubrimiento
()
l A\ A
Anodo Ventana de cuarzo
?n4 rf] max. . “
' | — | 254412
[ rd
| mm.
. > >
150+3 mm.
I‘ V
I 165 max. mm.

FIG. N° 04 LAMPARA DE CATODO HUECO

2.4.5).- DISPOSITIVO TERMICO PARA OBTENER GASTERMICO.
Exigen 3 formas para poder obtener & ges témico: aomizacion por llama
vgporizacion quimica y aomizacion dectrotérmica; Sendo eta Ultima la utilizada en la

determinacion de plomo.
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2.4.6).- ATOMIZACION ELECTROTERMICA.

B digpostivo dn llama y dn nebulizador denominedo Homo de Grdito, eda
condituido por un tubo de carbono de gréfito equipado de una barquilla destinada a recibir
una cantided muy precisa de muestra (dgunos mg o uL depodtados con la ayuda de un
pesador automético). Ese tubo, cuyo e centrd s superpone d ge Optico dd
espectrofotdmetro, se lleva por accion dd efecto Joule, a una temperatura que puede
dcanzar 3000 K. El horno esta rodeado de una doble pared destinada a hacer circular un
gas inerte (de argon) que protege los eementos de oxidacion, y de agua para refrigerar €
conjunto. El cido de cdentamiento implica generdmente varias elgpas como son @ secado
0 desolvatacion, la cdcinacion, la aomizacion y la pirdliss o limpieza dd tubo de gréfito.
Para evitar cudquier pérdida por proyecciones, la temperatura crece gradudmente, para
primero secar, después descomponer 'y findmente aomizar la muesdra En los equipos
actudes la veocidad de cdentamiento puede dcanzar 2000 °C/s. La potencia térmica

disponible permite llevar, en 3 0 4 segundos, la muestra d estado de gas admico. La

duracion de la atomizacion es pues particularmente corta. (Fig. N° 05). &9

2.4.7).- ATOMIZACION POR LLAMA.

Un quemador, conjunto mecanico robuso para resdir a posbles explosones de ges
s dimenta por una mezcla combugible/comburente. Se obtiene una llama cuya base se
inscribe en rectéhgulo de 10 cm. de longitud y 1 mm de anchura, dineado en su mayor
dimenson con d ge dptico dd equipo. La muestra en disolucion acuosa se aspira en la
mezcla gaseosa dimentando la llama Eda se caracteriza por su reactividad quimica, por
una temperatura méxima y por U egectro. Se  utiliza frecuentemente la llama
arelacetileno. Para temperaturas més elevadas d are se reemplaza por oxido nitroso NO.

La llana conditye un medio complgo en eguilibrio dindmico. Los radicdes libres
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presentes son € origen de un espectro de emison y de un espectro de absorcion en €
dominio dd UV proximo que pueden peturbar la observacion de ciertos dementos. No

importa que tipo de llama sea adecuada paa cada demento. Findmente la llama no

homogénea conllevad gjuste de laposicion dd trayecto dptico.
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2.4.8).- CORRECCION DE ABSORCIONES PARASI TAS,

Como en espectrometria visble o infrarrgja, en aosorcion atdmica es necesario hacer
una correccion de fondo de absorcidn, tanto para neutrdizar las fluctuaciones de intensidad
de la lampara como para diminar las disorciones paradtas. Con los equipos de quemador,
e ruido de fondo es en generd poco importante ya que se nebulizan disoluciones acuosss
diluides. Sin embargo, con los digpogtivos de homno de grdfito, la a@omizacion incompleta
de las muestras sdlidas en estado bruto puede producir una absorcion parésita debido a la

meatriz. Para corregir este efecto | os fabricantes proponen tres soluciones:

2.4.9).- CORRECCION CON LAMPARA DE DEUTERIO.

Ademés de la configuracion Optica de doble haz que permite diminar variaciones de
intensdad luminosa de la fuente, se utiliza una segunda fuente policromética continua para
determinar la absorcion debida a la matriz y no d demento medido. A la longitud de onda
edablecida paa la determinacion, la muesra nebulizada en € seno de la llama es
dternativamente aravesada por la luz, procedente tanto de la lampara de céodo hueco
como de una lampara de deuterio que condituye una fuente continua. Para dlo se utiliza un
espgo giraorio. Cuando se sdecciona la lampara de deuterio, précticamente se evalla solo
e fondo de absorcion, con un paso de banda una centena  de veces més ancha que la raya
de absorcion sdeccionada Cuando e sdecciona la lampara de caodo hueco, s mide la
absorcion tota (fondo de absorcion y absorcion de la raya dd demento). Siendo aditivas la

absorbancia, d equipo muestrad vaor de abisorcion debidad demento.

2.4.10).- CORRECION POR APLICACION DEL EFECTO ZEEMAN.

La accidén de un campo magnético sobre un &omo provoca una perturbacion de los

edados de energia de sus eectrones. Este fendmeno denominado efecto Zeeman, tiene por
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objeto modificar € espectro de emison o de absorcion ded demento correspondiente. No
todos los dementos se comportan de la misma manera, pero en d caso mas frecuente, cada
raya de absorcion conduce a la aparicion de tres absorciones polarizadas, de las cuaes una,
denominada componente 9§, consarva la posicidon inidad mientras que las otras dos,
denominadas componentes 6 son desfasadas Sméricamente respecto a la componente 0
(dgunos picometros para un campo de 1 Teda). Las dos direcciones de polarizacion de las
rayas 0 y O son perpendiculares. S dlo la componente 8, observeda con un polarizador
orientado parddamente a la direccion dd campo, absorbe la luz de la fuente. La gplicacion

dd efecto Zeeman requiere la colocacion de un dectroimén a nive dd horno de gréfito (o

de lallama).

2.4.11).- CORRECCION DEL RUIDO DE FONDO CON LAMPARA DE CATODO

HUECO DE PUL SOS.

Cuando = aumenta bruscamente la intenddad de una lampaa de c&odo hueco por
disminucion de la resgencia dd crcuito de dimentacion, d pefil de la raya de emisén
canbia. La pate centrd dd cdodo s vudve muy cdiente, la raya se ensancha por una
pate y por otra se estrecha en su medio. Esta Ultima propiedad procede de hecho de que €
vgpor de @omos, producido por € caodo, resbsorbe una fraccion de la luz emitida, en €
mismo seno de la lampara, en la pate més fria, a la misma longitud. Esta autoabsorcion se
utiliza aqui como méodo de correccidn dd fondo de absorcion. La correccion por medio
de una lampara de pulsos condge, pues en comparar dos medidas. En régimen normd (10
mA), y con la muestra en la llama se accede a una medida globd dd fondo de absorcion y
de la asorcion dd demento, mientras que en régimen forzado (500 mA) solo interviene
fondo de absorcion. La diferencia entre las dos medidas de absorbancia permite cdcular la

absorcion debida d Unico andito.
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2.4.12).- INTERFERENCIASFISICAS Y QUIMICAS.
Para determinar un demento s sdecciona, S es podble la raya de emison més

intensa de la lampara correspondiente; esta corresponde generdmente a la raya de

resonancia Ad didintos factores aportados por la matriz pueden afectar la determinacion y

conducir a resultados erréneos.

2.4.13).- INTERFERENCIASESPECTRALES.
Se refieren a las que se producen por superposicion en la medida de la radiacion: la

seleccionada para la determinacion y una raya secundaria perteneciente a otro e emento.

2.4.14).- INTERACCIONES QUIMICAS.
La absorcion admica es muy sensble a efectos perturbadores. Cuando se investigan
dementos a nivees trazas, es importante condderar la matriz en que se encuentran. Es

necesio seguir protocolos bien establecidos S = quiere obtener resultados reproducibles.
Para corregir, se introducen en las disoluciones a nebulizar sdes minerdes o reactivos
organicos. Estos modificadores de matriz pueden savir, por gemplo, como “agentes

liberadores’ R, cuya accion se resume del siguiente modo:

R+MX —» M +RX

B demetto M sxd mas féciimente liberado cuando més estable sea  compuesto R-
X. Ad, cuando s quiere determinar @ cacio en una mdriz rica en iones fofato o en

combinaciones refractarias que contienen duminio, se aflade cloruro de edroncio o de

lantano. El efecto buscado agui es liberar d cdcio y aumentar la voldilidad de la matriz

paa gaatizaa su diminacion mas dficazmente en € transcurso de la etgpa de



38

descomposicion. Para los equipos de horno de grafito, se puede, con este fin, afiadir écido
etiléndiamino tetraacético (EDTA), que forma complgos 1.1 con los iones bivdentes o
nitrato de amonio cuando se eda en presencia de una matriz que contiene mucho sodio. La
findidad dd EDTA es amentar la volailidad de cetos demetos interferentes, €

complejo se presentaen lafigura N° 06. 2

>

0] \.\“\\N
4
"",,/

FIG. N° 06 Complejo volétil detipo 1:1 entre una moléculade EDTA y un ién de Ni%*

2.4.15).- SENSIBILIDAD Y LIMITE DE DETECCION EN AAS (Espectrometria de
Absorcién Atémica).

La senshilidad s define a patir dd demento sdeccionado, como la concentracion
expresada en ug/mL que, en disolucidon acuosa, conduce a una disminucion dd 1% de la

luz trangmitida (A = 0,0044). Cuando es posble s= esablecen las curvas de cdibrado con
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concentraciones del orden de 20 a 200 veces este limite. El limite de deteccion corresponde
a la concentracion del demento que da una sefid cuya intenddad iguda a dos veces la

desviacion tipica de una serie de d menos diez medidas hechas para € blanco anditico o

sobre una disolucion muy diluida (nivd de confianza dd 95 %). Concretamente las

concentraciones deben ser d menos diez veces superiores para tener medidas fiables 2

w3
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2.5).- MARCO TEORICO DEL TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS
OBTENIDOS.

2.5.1).- POBLACIONESY MUESTRAS

En d traamiento edadigtico de los datos s supone que d pufiado de resultados
experimentaes repetidos que se obtienen en d laboratorio es una minima fraccion dd
nimero infinito de resultados que se podrian obtener, en principio, § s dispusera de un
tiempo y una cantidad de muedtras infinitos. A este pufiado de datos los estadidticos lo
denominan una muedra, la cud s ve como un subconjunto de una poblacdn infinita, o
universo, de datos que en principio existen.

Las leyes de la edadidtica solo se aplican edrictamente a las poblaciones, cuando se
golican a las muedtras de datos de los laboratorios, hay que suponer que dicha muedra es
verdaderamente representativa de la poblacion. Como no hay segurided en que dicha
suposicion sea vdida, las dfirmaciones acerca de los errores deaorios son a la fuerza

inciertas y deben expresarse en términos de probiabilidades.

2.5.2).- DEFINICION DE ALGUNOS PARAMETROS ESTADISTICOS, MEDIA
DE LA POBLACION (u)
La media de la poblacion o media limite, de un conjunto de repeticiones se define por la

ecuacion:




4

en la que X representa @ vador de la i-éama medida Td como indca esta ecuacion, la
media de un conjunto de medidas = goroxima a la media de la poblacion cuando N, €
nimero de mediciones, s goroxima a infinito. Es importante afiadir que en ausencia de

error, 1 esd vaor verdadero de la cantidad medida.

2.5.3).- DESVIACION ESTANDAR DE LA POBLACION @) Y VARIANZA DE LA

POBLACION (67)
La desviacion eténdar de la poblacion y la varianza de la poblacién proporcionan medidas

estedisticamente sgnificativas de la precision de una poblacidn de datos. Asi pues,

O (- w?
0 = lim 7t

NP [ N

en la que X de nuevo es d vdor de la nésma medicion. Obsérvese que la desviacidon
etandar de la poblacion es la raiz cuadrdica media de las desviaciones individudes
respecto ala media de la poblacion.

Los estadigticos prefieren expresar la precison de los datos en términos de la varianza, que
es tan s0lo @ cuadrado de la desviacion estandar 67, porque las varianzas se combinan de
forma aditiva Es0 es, 9 n causas independientes de error aeatorio estan presentes en un

sSstema, lavarianzatota 63 viene dada por la rdacion:
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enlaque 6%, 6% ...., 6% son las varianzasindividudes
En generd los quimicos prefieren describir la precison de les medidas en términos de
desviacion eténdar més que de vaianza porgue la primera presenta las mismas unidades

gue la propiamedida

2.5.4).- MEDIA DE LA MUESTRA ()

La media de la muedtra es la media, o promedio de un conjunto finito de datos. Ya que en
estecaso N es un nimero finito, x sude diferir dgo de la media de la poblacion iy, por
tanto de vaor verdadero de la cantidad medida La utilizacion, en este caso, de un sSmbolo

diferente quiere enfatizar esta importante digtincion.

2.5.5).- DESVIACION ESTANDAR DE LA MUESTRA (s) Y VARIANZA DE LA
MUESTRA ()

La desviacion estandar 6) de una muestra de datos de tamafio limitado viene dada por la

ecuacion:
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Obs&rvexe que la desviacion esténdar de la muedtra difiere de la desviacion eténdar de la
poblacion definida de la definida en la ecuacion n° 01, en tres aspectos. En primer lugar, s
reemplaza a 6 para ad enfatizar la diferencia entre ambos pardmetros. En segundo luger,
X, la media de la muestra, reemplaza a p, la media verdadera. Por Ultimo N-1, que se

define como e niimero de grados de libertad, aparece en e denominador en lugar deN.

2.5.6).- DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (RSD) Y COEFICIENTE DE
VARIACION (CV)
Las desviaciones esténdar relativas suden gportar mas informacion que las desviaciones

esténdar absolutas. La desviacion estdndar rdlativa de una muestra de datos viene dada por:

RO = ( s/X)* 107

Cuando z = 2, la desviacion estandar rdativa se expresa como tanto por ciento; cuando es
3, en tanto por mil. En d primer caso, la desviecion esténdar reldiva también se denomina

coeficiente de variacion (CV) delos datos. O s

oV =(s/X)* 100%

Cuando e trata de una poblacion de datos, la smbologia 6 y g seusanenlugar de s y

X .
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2.5.7).- COMPARACION DE UNA MEDIA EXPERIMENTAL CON UN VALOR
CONOCIDO

Al hacer un contraste de sgnificacién se prueba la veracidad de una hipétesis denominada
hipétesis nula, denotada por Ho. Adoptamos como hipdtesis nula agquella mediante la cud
un méodo anditico no edd sujeto a erores Sgemaicos El término nulo se emplea para
indicar que no hay otra diferencia entre @ vaor observado y d conocido que la dribuible a
la variacion deatoria. Suponiendo que esta hipétesis nula es verdadera, la teoria estadigtica
£ puede empler para cdcular la probabilidad de que la diferencia obsarvada (0 una
superior a dla) entre la media muestrd, X, y € verdadero vaor, se deba solamente a
errores dedorias. Cuanto mas pequefia sea la probabilidad de que la diferencia observada
ocurra por azar, menos probable serd que la hipdtess nula sea verdadera Normamente la
hipétess nula se rechaza cuando la probabilidad de que la dicha diferencia observada
ocurra por azar es menor que 1 en 20 veces (es decir, 0.05 6 5%).En este caso e dice que
la diferencia es significativa al nivel 0.05 (6 5%). Utilizando este nivel de sgnificacion s
rechaza, en promedio, la hipdtess nula, aunque sea de hecho verdadera, 1 de cada 20
veces. Para estar més seguros de que se toma la decison adecuada, se puede mangar un
nivel de dgnificacon més pequefio, normamente 0.01 6 0.001 (1% ¢ 0.1%). El nivd de
dgnificadon se indica escribiendo, por gemplo P (es decir, la probabilided) = 0.05, y
proporciona la probabilidad de rechazar una hipdtesis nula cuando éta es verdadera Es
importante tener en cuenta que S se acepta la hipdtess nula no dgnifica que se hdla
probado que sea verdadera, solo que no se ha demostrado que seafdsa

Para decidir § la diferencia entre x y mes significativa, es decir para contrastar Ho : la

mediadelapoblacion = m secdculad edadidtico t :

t=((x-m +/n)s




Donde x = mediamuestra, s = desviacion estandar muestra y n = tamafio muestrd.

S é& &es dedir, d vdor cdculado de t Sin tener en cuenta d Sgno) es mayor que un derto
vaor critico entonces se rechaza la hipdtess nula El vdor critico de t para un nivd de
sgnificacion concreto se encuentra en |las tablas adjuntas en la discusion de resultados.

El uso de vdores criticos de tablas estadigticas en contrastes de sgnificacion fue adoptado
debido a que atiguamente era demedado tedioso cdcular  la probabilided de que t
Superariad vaor experimentd.

Las computadoras han dterado ta gtuacion, y normamente los programes estadisticos
proporcionan los resultados de los contrastes de dgnificadon en témino de una

probabilidad. @

25.8).- EL CONTRASTE F PARA LA COMPARACION DE DESVIACION
ESTANDAR

Exigen contrases para las compareciones de sus medias los cudes detectan errores
sgemdicos, en muchos casos es también importante comparar  la desviacion esténdar, es
decir, los errores deatorios de dos conjuntos de datos. Esa comparacion como en @ cao
de los contrastes de medias, puede tomar dos formas. Se puede pretender probar S €
Méodo A es més preciso que € Méodo B (es decir, un contraste de una cola) o S los
Métodos A y B difieren en su precison (es decir un contraste de dos colas).

El contraste F congdera la razon de las dos varianzes muedtraes, es decir, la razon de los
cuadrados de las desviaciones esténdar, si/s”

Para probar s es dgnificativa la diferencia entre las dos varianzas muedraes, eso es, para

probar Ho : 5. = s 2, secdculad estadistico F

F = s7s?




Donde 1y 2 se disponen en la ecuacion de modo que F seasempre 3 1

E nimero de grados de libertad dd numerador y denominador son Ny -1 y n2 — 2,
respectivamente.

El contraste supone que las poblaciones de donde se extraen las muestras son normales.

S la hipdtess nula es verdadera entonces la reacion de varianzas deberia ser proxima a 1.
Las diferencias regpecto de 1 deben a vaiaciones dedorias, pero S la diferencia es
demasiado grande no s podra achacar a eda causa S € vdor cdculado de F supera un
cierto vaor critico (obtenido de las tablas) entonces se rechaza la hipdtess nula Este vdor
critico de F depende dd tamafio de las dos muedras, dd nive de sgnificacion y dd tipo
de contraste redizado. Los velores paa P = 005 vienen adjunta en la discuson de
resultados.

Hay que tener cuidado en la deccion de la tabla correcta dependiendo S es un contraste de
una 0 dos colas paa un a% de nivd de sgnificacion, s utilizan los 2a% puntos de la
digribucion F para un contraste de una cola, mientras que para un contraste de dos colas

e utilizan los puntos a%. Y @
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3).- MATERIALES, REACTIVOSE INSTRUMENTO.

PARA LA IDENTIFICACION DE PLOMO.

3.1).- REACTIVOS
Egténdar certificado de plomo de 1000 mg/L.
Acido nitrico, HNOs, concentrado ultrapuro, con contenido de 0.001 ug/L de plomo
paralapreparacion de esténdares.
Acido nitrico, HNOs, concentrado para d andisis de trazas, con contenido de 0.01
ug/L. de plomo parala digestion de las muestras.
Diluyente, HNO3; d 0.2%: Medir 2 mL de &cido nitrico concentrado ultrapuro y
llevar aunafiolade un litro, enrasar alamarca con agua ultrapura.
Acido perddrico, HCIO,, para andiss de trazas con contenido de 0.01 ug/L de

plomo.

3.2).-MATERIALES

Foasde 10,50 y 100 mL, das= A.
Fipetasde 1, 2, 3,5, 10y 20 mL, dase A.
Probetas de 100 mL, clase A

Vasos de precipitado 50,200 y 250 mL
Lunasderdq.

Baon de Acdtileno (Especid paraA.A.S).
Baon de Argon, (UHP).

Lémparas de Cétodo hueco de Pb.

Lamparade Deuterio.



Matraces de 200 mL.

3.3).- PARTES DEL EQUIPO

Equipo de Absorcion Atomica:

Marca : SHIMADZU
Moddo : AA-6800

N° desgie A10463780019

3.3.1).- Accesorios:
Horno de Gréfito marca Shimadzu, moddo GFA -EX7, N seriet A3050370039.
Automuestreador marca Shimadzu, moddo ASC-6100, N seriec A30303700566.
Regenerador de agua (Refrigerante) Marca EVELA. Modeo CA-110.
Tubo de grafito de dta densidad, piralitico.
Compresor de are, tipo Slencioso.
Regulador para gases (3) (C2H2, NO).
Lamparas de caodo hueco.
Computadora esténdar (CPU, monitor SVGA, tedado)

Software WizAArd.

3.4).- PUESTA EN OPERACION DEL EQUIPO

3.4.1).- Precauciones de Mang o
Antes de encender d equipo, asegiree de entender € procedimiento
correctamente.
No manipule la llave de los gases combudibles (Acetileno) u Oxidantes (Oxido

Nitroso), Sn tener conocimiento dedlo.
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El espectrofotometro de Absorcion Atdmica es un ingrumento de precisén y dta
senghilidad. Evite los golpes d chess dd mismo y fuertes vibraciones sobre la
mesa en lacud reposad ssema

No obstruya la sdidade los gases ddl cabezd.

No utilice d cabezd dd quemador paa cdentar o quemar materid adguno. Las
cenizas de dlos pueden depostarse sobre los lentes dd Sistema dptico y dispersar
laluz

Evite los accidentes, no juegue ni manipule la flama de cabezd Sn autorizacion o

conocimiento.

3.4.2).- Encendido dd Equipo
Antes de encender € ingtrumento por favor verifique los Sguientes puntos:
La llave principd que permite € paso de gas acdileno se encuentre abierta y que €
mandmetro de sdidamarque 0.35 Mpao su equivalente en unidades de presion.
La fuente de provison de Aire s encuentre abierta (6 compresor debe de estar
encendido y con cargade are).
S ha de trabgar con € generador de Hidruros 0 S ha de trabgar con € aomizador
Homo de Grdfito, verifigue que d mandmetro de Argdn se encuentre abierto y a
0.35 Mpade dida
S hade trabgar con Oxido Nitroso aboralallave principd dd sgema
Veifique que la provison dd Agua dd Reservorio (Tanque de Agua) dd dstema
tenga la suficiente cantided para redizar @ enjuague.
Veifique que la trampa de agua contenga la cantided suficiente y que @ nive sea

d apropiado.
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S va a trabgar con d equipo Atomizador Horno de Grdfito, verifique que d
sgema recirculador de agua cuente con 8 litros de agua ultrgpura para redizar €
trabgo de enfriamiento.

Veifique que latorreta de |amparas no se encuentre obstruida por objeto dgunoy

que pueda girar libremente.

Después de revisar todos estos puntos, proceda a encender € sstema de la sguiente forma
Encienda d sstema Automuestrador ASC-6100 (3 es que cuenta con €). Paa dlo,
presione @ boton que se encuentrad costado izquierdo dd sstema
Encienda d espectrofotdmetro AA-6800, presonando @ switch de encendido que
se encuentrad lado izquierdo ded ingrumento.

Espere a que € espectrofotdmetro envie una sefid audible (3 pitidos cortos). Este
proceso no debe de demorar més de 10 minutos. Durante este tiempo de epera, €
indrumento no puede conectarse a la PC ya que d espectrofotdmetro edtard
redlizando un chequeo interno.

Luego de escuchar la sefid audible, d usuario puede encender la PC y hacer doble

click sobre d icono del espectrofotometro (Doble click en AA WizAArd).



FIG. N° 07
ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION ATOMICA. ®

51
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4).- DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Para la determinacion de plomo en primer lugar 2 hizo € traamiento dd materid
de referencia para determinar @ andisis de Varianza de las respectivas mediciones, luego
de igud forma se procedid con las muedtras y por Ultimo la preparacion de esténdares para
la determinacion de la absorbancia y  concentreciones  respectivas  mediante @
espectrofotdmetro de  Absorcion  Atomica Con estos datos obtenidos s evdud la

linedlidad, precison, veracidad y sensibilidad dd método sugerido.

4.1).- PREPARACION DEL MATERIAL VOLUMETRICO

Todo d maerid de vidrio debe s previamente tratado, lavando con detergente
neutro y enjuagando con una condderable cantidad de agua de grifo. Luego s sumerge
dicho maerial de vidrio en una 0lucion de HNO; ad 5% (HNO; para andiss de trazas,
001 uglL de pomo) paa remover los posbles aniones depodtados en € indrumentd,

por 5 dias como minimo. Luego hacer € lavado con agua ultra pura para su pogerior
secado. 9

4.2).- PREPARACION DEL ESTANDAR
Se procede a preparar |os esténdares apartir dd estandar certificado de 1000 mg/L.
Edéndar paron de plomo, 100 mg/L : Medir 10 mL dd estandar cetificado de
1000 mglL y llevar a una fiola de 100 mL, enrasar con agua ultra pura. Tiene una

duracion de 6 meses.
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Edéndar de plomo, 10 mg/L : Medir 10 mL dd estandar patrdn y llevar a una fiola

de 100 mL, enrasar con diluyente. Tiene una duracion de 3 meses.

Egéndar de plomo, 1 mg/L : Medir 10 mL del eténdar de 10 mg/L y llevar a una
fiolade 100 mL, enrasar con diluyente. Tiene una duracion de 1 semana

Edéndar de plomo, 30 uglL : Medir 3 mL dd estandar Img/L y llevar a una fiola
de 100 mL, enrasar con diluyente. Preparar diariamente.

Los esténdares de cdibracion son de 2, 6, 12 y 18 ug/l. El eguipo prepara
autométi camente estos estandares a partir del estandar de 30 ug/L.

Preparar un blanco de calibracion. @

4.3).- PREPARACION DEL MATERIAL DE REFERENCIA

Se pesb 0.1 g con goroximacion a la cuarta cifra decima en un vaso de precipitado
(previamente tratado, # 1) de 100 mL de cgpacidad. Luego, se tradadd a un ambiente
provisto de una campana extractora de gases para a continuacion adicionar 5 mL de HNO;3
(especid para andiss de trazas, 0.01 ug/L de plomo) y se procedio a la digesion &ida
con la ayuda de una plancha de cdentamiento, colocdndose en la parte superior una luna de
rdg.

Se obsrvd la pédida de vapores nitrosos, luego se concentrd hasta minimo
volumen y <e retiraron los vasos para su enfriamiento. A continuacion se adiciond 2 mL de
HCIO; (eypecid para andiss de trazas, 001 ug/ll de plomo), cdentando nuevamente
hegta llevar a sequedad, obteniendo sdes solubles en agua ultra pura.

Las sdes obtenidas se solubilizaron con solucion diluyente para su posterior enrase
en fiolas de 10 mL de cgpacidad. El desarrollo de la preparacion de dicho materid estuvo a

mi cargo y lade un andiga bgo mi supervison.



4.4).- PREPARACION DE LASMUESTRAS

Se procedié de igud forma que para d materid de referencia, y estuvo a cargo de
2 andigas los que procedieron aredizar la experiencia
45).- DETERMINACION DE PLOMO MEDIANTE EL METODO “OFFICIAL
METHODS OF ANALYS SOF AOAC 999.11"

Parad conocimiento de dicha norma, se adjunta unacopia en la seccion anexos.



4.6).- PROCEDIMIENTO DE LECTURASDE CONCENTRACION DE PLOMO

Las lecturas fueron redizadas inmediatamente después de findizada la preparacion
tanto de las muestras como de los esdndares. El desarollo dd andliss de dicho materiad
estuvo a mi cago Yy la de un andista bgo mi supervison, identificados con los nimeros 1
y 2. (Ver tablaN° 03, 04, 05).
A continuacién se detdlalaleyenda de la tabla de resultados:

ACCION: Procedimiento de lectura que rediza € equipo de absorcion aidmica

STD: Esténdar.

STD-AV: Promedio de estandar.

UNK: Muestra.

UNK-AV: Promedio de muestra
MUESTRA ID: Codificacion que sele asignaacadamedicion.

STD: Esténdar.

DIET F: Muestrade referencia certificada
VALOR VERDAD. (ppb): Concentracion obtenida de la dilucion dd esténdar
certificado de 1000 ppm de Plomo (Pb).
CONCENT. (ppb): Concentracion obtenida de la dicuota de la muestra.
ABSORBANCIA: Intensdad de la sefid de medicion que produce € andito, sea
de los esténdares o de las muestras.
VOL. TOTAL (uL): Volumen afedido por € capilar dd equipo para la pogerior
medicion.
CONC. ACTUAL (ppb): Concentracion obtenidadd cédculo de

Conc.* FactVol.* Fact.Dil.* Fact.Corr.
Fact.Peso

Act.conc. =




Donde:

Act.conc.: Concentracion total de plomo en lamuestra expresada en ppb.

Conc.. Concentracion de plomo de ladicuota de la muestra expresada en ppb.

Fact.Val.: Volumen find de la preparacion de la muestra expresada en miililitros.

Fact.Dil.: Dilucion efectuada por € automuestrador del equipo a la solucion de la
muestra

Fact.Corr.. Cifra numérica que modifica d resltado find en funcion d vaor
requerido.

Fact.Pesa Peso de muestra expresada en gramos.



TABLA N° 03 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DE LOS
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STANDARES
, MUESTRA | VALORVERD. VOL.
ACCION -~ o0 ABSORBANCIA T((JUTSL
STD STD 1 0.0000 0.0043 o5
STD STD 1 0.0000 0.0009 25
STD-AV STD 1 0.0000 0.0013 o5
STD STD 2 2,0000 0.0505 o5
STD STD 2 2.0000 0.0403 o5
STD-AV STD 2 2,0000 0.0509 o5
STD STD 3 6.0000 0.1596 25
STD STD 3 6.0000 0.1501 o5
STD-AV STD 3 6.0000 0.1574 o5




TABLA N° 03 LECTURASDE CONCENTRACION DE PLOMO DE LOS

STANDARES
. MUESTRA | VALORVERD VOL.
ACCION | ABSORBANCIA | TOTAL
ID (ppb)

(uL)
STD STD 4 12,0000 0.3074 25
STD STD 4 12,0000 0.2964 25
STD STD 4 12,0000 0.3059 25
STD STD5 18,0000 0.4798 25
STD STD5 18,0000 0.4689 25
STD STD5 18,0000 0.4817 25
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TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 1)

i VOL . CONC.
ACCION M UEISTRA COI(\FI)E)ZSNT. ABSORB. TOTAL A((;TLtJ)AL
(uL) ppb)
UNK DIETF1 4.1454 0.1062 25 437.5142
UNK DIETF1 4.3564 0.1117 25 420.5888
UNK-AV DIETF1 4.2519 0.1090 25 429.0515
UNK DIETF 2 4.4763 0.1149 25 422.5841
UNK DIETF2 4.6323 0.1190 25 440.3325
UNK-AV DIETF 2 4.5562 0.1170 25 431.4583
UNK DIETF3 4.9252 0.1267 25 432.7484
UNK DIETF3 4.2100 0.1080 25 429.8768
UNK-AV DIETF3 4.5676 0.1173 25 431.3126




TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 1)

i VOL . CONC.
ACCION MUE|§)TRA COI(\FI)E)ZSNT. ABSORB. TOTAL A((;TLéAL
(uL) ppb)
UNK DIETF4 4.6741 0.1201 25 412.6989
UNK DIETF4 4.6817 0.1203 25 446.4195
UNK-AV DIETF4 4.6779 0.1202 25 429.5592
UNK DIETF5 4.1340 0.1059 25 429.1656
UNK DIETF5 4.1872 0.1073 25 431.3514
UNK-AV DIETF5 4.1606 0.1066 25 430.2585
UNK DIET F6 4.8947 0.1259 25 431.2584
UNK DIET F 6 4.8415 0.1245 25 434.1816
UNK-AV DIET F6 4.8681 0.1252 25 432.7200
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TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 1)

i VOL . CONC.
ACCION MUE|§)TRA COI(\FI)E)ZSNT. ABSORB. TOTAL A((;TLtJ)AL
(uL) ppb)
UNK DIETF7 4.4611 0.1145 25 448.2657
UNK DIETF7 4.7578 0.1223 25 416.5373
UNK-AV DIETF7 4.6094 0.1184 25 432.4015
UNK DIETF8 4.7996 0.1234 25 422.5825
UNK DIETF 8 4.6627 0.1198 25 441.5637
UNK-AV DIETF8 4.7312 0.1216 25 432.0731
UNK DIETF9 4.5562 0.1170 25 436.9587
UNK DIETF9 4.5942 0.1180 25 425.4731
UNK-AV DIETF9 4.5752 0.1175 25 431.2159
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TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 1)

i VOL . CONC.
ACCION MUE|§)TRA COI(\ICE)NT. ABSORB. TOTAL ACTUAL
pp (uL) (ppb)
UNK DIET F 10 4.7578 0.1223 25 428.3237
UNK DIET F 10 4.7920 0.1232 25 433.1371
UNK-AV DIET F 10 4.7768 0.1228 25 430.7304




TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 2)

i VOL . CONC.
ACCION M UEISTRA COI(\FI)E)ZSNT. ABSORB. TOTAL A((;TLtJ)AL
(uL) ppb)
UNK DIETF1 4.1454 0.1062 25 445.2656
UNK DIETF1 4.3564 0.1117 25 417.2376
UNK-AV DIETF1 4.2519 0.1090 25 431.2516
UNK DIETF 2 4.4763 0.1149 25 435.2668
UNK DIETF2 4.6323 0.1190 25 428.9760
UNK-AV DIETF 2 4.5562 0.1170 25 432.1214
UNK DIETF3 4.9252 0.1267 25 438.2654
UNK DIETF3 4.2100 0.1080 25 419.9842
UNK-AV DIETF3 4.5676 0.1173 25 429.1248




TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 2)

i VOL . CONC.
ACCION MUI?STRA COI(\FI)E)ZSNT. ABSORB. TOTAL A((;TLtJ)AL
(uL) ppb)
UNK DIETF4 4.6741 0.1201 25 412.5898
UNK DIETF4 4.6817 0.1203 25 442.4420
UNK-AV DIETF4 4.6779 0.1202 25 428.5159
UNK DIETF5 4.1340 0.1059 25 446.2518
UNK DIETF5 4.1872 0.1073 25 418.8796
UNK-AV DIETF5 4.1606 0.1066 25 432.5657
UNK DIET F6 4.8947 0.1259 25 439.5457
UNK DIET F 6 4.8415 0.1245 25 427.4857
UNK-AV DIET F6 4.8681 0.1252 25 433.5157




TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 2)

i VOL . CONC.
ACCION MUE|§)TRA COI(\FI)E)ZSNT. ABSORB. TOTAL A((;TLtJ)AL
(uL) ppb)
UNK DIETF7 4.4611 0.1145 25 441.2127
UNK DIETF7 4.7578 0.1223 25 423.2901
UNK-AV DIETF7 4.6094 0.1184 25 432.2514
UNK DIETF8 4.7996 0.1234 25 417.2659
UNK DIETF8 4.6627 0.1198 25 448.7031
UNK-AV DIETF8 4.7312 0.1216 25 432.9845
UNK DIETF9 4.5562 0.1170 25 432.5859
UNK DIETF9 45942 0.1180 25 434.5857
UNK-AV DIETF9 4.5752 0.1175 25 433.5858




TABLA N° 04 LECTURAS DE CONCENTRACION DE PLOMO DEL
MATERIAL DE REFERENCIA

(METODO SUGERIDO ANALISTA 2)

i VOL . CONC.
ACCION MUE|§)TRA COI(\ICE)NT. ABSORB. TOTAL ACTUAL
pp (uL) (ppb)
UNK DIET F 10 4.7578 0.1223 25 431.2545
UNK DIET F 10 4.7920 0.1232 25 435.2771
UNK-AV DIET F 10 4.7768 0.1228 25 433.2658
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A continuacion se detdla los parametros ingrumentales parala posterior lectura:
Longitud deonda: 283.3 nm
Sit 05 nm
Modo de Lampara BGC-D2 (lampara de catodo hueco con correccion de

fondo con lampar a de deuterio).

Corriente delémpara: 10 mA
Rampa de temperaturadd horno de gréfito: (ver tabla N° 06)

Uso de automuestreador.



TABLA N° 06

RAMPA DE TEMPERATURA DEL HORNO DE GRAFITO

ACCION TEMPERATURA (°C) TIEMPO (s)
120 20
Desolvatacion
250 10
800 10
Calcinacion 800 10
800 3
Atomizacion 2400 2
2500 2

Limpieza
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5).- EVALUACION DE RESUL TADOS.

Una vez obtenido los resultados de les mediciones s2 evdudé d méodo anditico
propuesto; de acuerdo con los requerimientos normaivos (ISO 17025, 1SO 5725-2) se
condderaron la exactitud, la precisiény d limite de deteccion, por ser estos parametros
primarios de la cdidad de una metodologia Cabe resdtar que la evduacion enfoca parte
de los pardmetros regueridos de una validacién interna, Sendo edos a U vez,

fundamentales para la culminacidn de dicha préctica

5.1).- EVALUACION ESTADISTICA DEL COMPORTAMIENTO DE LOS DATOS
DE UN METODO ANALITICO.
5.1.1).- OBJETIVO.-

Deemina d comportamiento de los daios obtenidos por dos andistas dd materid
de referencia para determinar plomo en dimentos lidfilizados  mediante la técnica de
Absorcion Atdmica via horno de gréfito.

5.1.2).- METODOLOGIA.-

Con d uso dd programa esadigico MINITAB s andiz6 los datos de las tablas
parala determinacion de plomo teniendo en cuenta un nivel de confianzade 95%.

Halar:
5.1.2.1).- S d comportamiento de |os residud es obedece a una digtribucion normd.
5.1.2.2).- S existe varighilidad entre andistas.
5.1.2.3).- El porcentge de recuperacion (exactitud).

Los datos parala evauacion se presentan en latablaN° 07



TABLA N° 07

70

DATOSDE CONCENTRACION DE PLOMO DEL MATERIAL DE REFERENCIA
OBTENIDOSPOR DOSANALISTAS

Analista 1 Analista 2
Medicién Concentracion final de plomo Concentracion final de plomo
(ug/Kg) (ug/Kg)
1 429.0515 431.2516
2 431.4583 432.1214
3 431.3126 429.1248
4 429.5592 428.5159
5 430.2585 432.5657
6 432.7200 433.5157
7 432.4015 432.2514
8 432.0731 432.9845
9 431.2159 433.5858
10 430.7304 433.2658
Promedio 431.0781 431.9183
Desv. Stand 1.20 1.79




5.1.2.1).- Verificacion delanormalidad deresiduales.
Se evaUamediante € Test de Anderson.

Criterio: Pwwe > 0.05  (nive de confianza de 95%)
Resultado:  Pye : 0.077

0.077 > 0.05

Por |o tanto se verificalanormaidad de resduaes. Ver gréfico N° 01

GRAFICO N° 01

NORMALIDAD DE RESIDUALESDE LASMEDICIONESDEL MATERIAL DE
REFERENCIA

Normal Probability Plot

.999 A

99 1
95 4

.80 A
.50 1
.20

.05 ~
.01 4
.001 -

Probability

-3 -2 -EI. 0 1
RESI1

Average: -0.0000000 Anderson-Darling Normality Test
StDev: 1.47868 A-Squared: 0.648
N: 20 P-Value: 0.077
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5.1.2.2).- Variabilidad entre analistas.
Seevalad estadigtico de Fisher.

Criterio: Pwwe > 0.05  (nive de confianza del 95%)
Resultado: Pgue : 0.248

0.248 > 0.05

Por lo tanto se verificaque lavariabilidad no es sgnificativa. Ver gréfico N° 02

GRAFICO N° 02
HOMOGENEIDAD DE VARIANZASDE LASMEDICIONESDEL MATERIAL
DE REFERENCIA

Homogeneity of Variance Test for CONCENTRACIO

95% Confidence Intervals for Sigmas Factor Levels
. * ° 1
. . . 5 F-Te
! ! ! Test Statistic: 2.230
1 2 3
P-Value :0.248
l —_—
tLevene's Te
Test Statistic: 0.554
2 — P-Value  :0.466
428 429 430 431 432 433 434

CONCENTRACIO



5.1.2.3).- Porcentaje de recuperacion:

% RECUPERACION = -
CONCENTRACIONresrica

Delos datos de latablaN° 07 setiene:
Promedio de mediciones de concentracion de plomo: 432 ug/K g
Concentracion de plomo del materid de referencia certificado: 439 ug/Kg

Por lo tanto d resultado es: 98.2 %.

CONCENTRACI ONoxeeon , 11

73
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5.2).- EVALUACION DE LA LINEAL IDAD.
5.2.1).- OBJETIVO.-
Evduar la linedidad dd sgema paa d méodo de andiss para cuatificar plomo

en dimentos liofilizados via Absorcion Atomica

5.2.2).- METODOLOGIA .-
Después de la caracterizacion dd méodo para determinar plomo, se obtuvo la
sguiente data:
Disefio delinedidad: Ver tablaN° 08
Tabla de resultados (concentracion vs respuesta: &rea). Ver tablaN° 09
Halar:
5.2.2.1).- Andizar laregreson halando € coeficiente de corrdacion.
5.2.2.2).- Evduar ladigribucion normd delos resdudes.
5.2.2.3).- Evduar lahomogenedad de varianzas.

5.2.2.4).- Aplicar d estadistico t de student.



_TABLAN°08
DISENO DE LINEALIDAD

Conc. de plomo (ug/Kg) Repeticiones
0.0000 n=3
2.0000 n=3
6.0000 n=3
12.0000 n=3
18.0000 n=3
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RESULTADOS, ABSORBANCIA vs. CONCENTRACION

TABLA N° 09
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Conc. (ug/Kg) 0.0000 2.0000 6.0000 12.0000 | 18.0000
Absorbancia 1l 0.0043 0.0505 0.1596 0.3074 0.4798
Absorbancia 2 0.0009 0.0403 0.1501 0.2964 0.4689
Absorbancia 3 0.0013 0.0509 0.1574 0.3059 0.4817




Resultados:

5.2.2.1).- Andlisisdelaregresion, determinacion del coeficiente de correlacion:

r = coeficiente de corrdlacion

r: 0.9994

Ver gréfico N° 03

GRAFICO N° 03

CURVA DE CALIBRACION, DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE

CORRELACION

7

CURVA DE CALIBRACION PARA PLOMO
0.60
0.50
< 040 _—
pd /
< 030
DO: 0.20 /
A / y = 0.0263x - 0.
2 0.10 2
R*=0.9989
0.00 . , |
-0.109:R0 5.00 10.00 15.00 20
CONCENTRACION

028

00




5.2.2.2).- Verificacion delanormalidad deresiduales:
Se evaUamediante € Test de Anderson.

Criterio: Pwwe > 0.05  (nive de confianza del 95%)
Resultado; Pe : 0.056

0.056 > 0.05

Por lo tanto se verificalanormaidad de resdudes. Ver gréfico N° 04

GRAFICO N° 04

NORMAL IDAD DE RESIDUAL ES DE LASMEDICIONES DE ESTANDARES
(LINEALIDAD)

Normal Probability Plot

999

.99 1
.95 A

.80
.50
.20
.05 1 @
.01 +
.001 A

Probability

-0.05 0.00 0.05 0.10
RESI1

Average: 0.0000000 Anderson-Darling Normality Test
StDev: 0.0476238 A-Squared: 0.692
N: 15 P-Value: 0.056
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5.2.2.3).- Variabilidad entre analistas. (homogeneidad de varianzas)
Seevdlad Test deBartlett's.

Criterio: Pwwe > 0.05  (nive de confianza del 95%)

Resultado: Pgye : 0.658

0.658 > 0.05

Por lo tanto se verifica que lavariabilidad no es Sgnificativa Ver gréfico N° 05

GRAFICO N° 05

HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS DE LASMEDICIONES DE ESTANDARES
(LINEALIDAD)

Homogeneity of Variance Test for ABSORBANCIA

95% Confidence Intervals for Sigmas Factor Levels
-«*—0 1
Bartlett's Test
Test Statistic: 2.423
- - 2 P-Value :0.658
[ ° 3
Levene's Test
.e . 4 Test Statistic: 0.195
P-Value :0.935
- . 5

0.00 0.05 0.10



5.2.2.4).- Aplicacion dd t de student.
Se plantea las hipdtess

Ho: no exigte corrdacion entre X-Y

H; : exigecorrelacion entre X-Y
Laecuacion: Y =axX +b donde

a: 0.0263

b: 0.0028

r: 0.9994

Cdculo con método t de student:

n: 15, gradosdeliberted: 14, tana: 2145 1 0.994

@2
o Ja-r2)

tr: 108.65

Por lo tanto t; > tapla eNtonces se rechaza Ho, existe corrdacion lined.
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5.3).- PRECISION DEL METODO.
5.3.1).- OBJETIVO.-

Determinar €  codficdente de vaiadon dd méodo (repeibilidad y
reproducibilidad). Dominio ded programa edadistico para cdcular precison en base a la

normalSO 5725-2.

5.3.2).- METODOLOGIA -
El disefio paradeterminar laprecison fued sguiente:
Ver tablaN° 10, N° 11
5.3.2.1).- Cond uso delalSO 57252 evaluar la consgstencia de los datos.
5.3.2.2).- Evduar ladigribucion normd de losresdudes.
5.3.2.3).- Homogeneidad de varianzas (igua dad de andigtas).

5.3.2.4).- El codficiente de variacion.



TABLA N°10,N° 11
DISENO PARA LA DETERMINACION DE LA PRECISION

ANALISTA Al A2
REPETICIONES n=10 n=10
Analista 1 Analista 2
Medicién Concentracion final | Concentracion final

de plomo de plomo

(ug/Kg) (ug/Kg)
1 429.0515 431.2516
2 431.4583 432.1214
3 431.3126 429.1248
4 429.5592 428.5159
5 430.2585 432.5657
6 432.7200 433.5157
7 432.4015 432.2514
8 432.0731 432.9845
9 431.2159 433.5858
10 430.7304 433.2658




Resultados:
5.3.2.1).- Evaluacion dela consstencia de datos:
Mediagenerd: 431.50ug/Kg
Promedio generd de desviacion estandar:  0.59 ug/K g
Desviacion estdndar generd:  1.49 ug/Kg
Suma de cuadradcs delasdesvieciones  4.62 ug/Kg

Desviacion estandar méxima: 1.79 ug/K g

Célculo de la estadistica de la consistencia entre analistas y de cada analista hj y kij
dentro dd laboratorio (1SO 5725-2/7.3.1.1) (cAlculo de la estadistica de Mandell).
5.3.2.1.1) - Variabilidad entre analistas:

h;; = -0.71

2= 0.71

Datos tedricos.

hj (1%) = + 115

hij (5%) = = 1.15

Se concdluye que la variahilidad entre andistas no es Sgnificativa

5.3.2.1.2).- Variabilidad de cada analiga:

kii= 082

kip= 122

Datos tedricos:

kij (1%) = +1.39

kij (5%) = =129

Se oconcluye que la vaiadilided de cada andiga no es dgnificdiva, estos vadores s

consideran sogpechosos.



5.3.2.1.3).- Prueba de Cochran (I1SO 5725-2/7.3.3.2)

C: 041

Datos tedricos:

1% =0.67

5% =0.59

5.3.2.1.4).- Prueba de Grubbs (IS0 5725-2/7.3.4.1)

G, =0.72

G;=114

Datos teoricos:

Gp=115

G;=1.15

El resultado de la prueba de Cochran y Grubbs demuestran que no hay variabilided entre €
conjunto de desviaciones estandar y promedios de la data generada dd andiss, ya que no
obrepasan los vaores criticos, por lo tanto, los vaores sogpechosos quedan dentro del

grupo parad andiss de precison.

5.3.2.2).- Evaluacién dela distribucion normal de losresiduales:
Se evaUamediante € Test de Anderson.

Criterio: Pwawe > 0.05  (nive de confianza de 95%)

Resultedo:  Peage : 0.077

0.077 > 0.05

Por lo tanto se verificalanormdidad de resdudes. Ver gréfico N° 06



GRAFICO N° 06
NORMAL IDAD DE RESIDUALESDE LAS MEDICIONES DE LASMUESTRAS
(PRECISION)

Normal Probability Plot

.999 A

.99 A
.95 A

.80 A
.50 A
.20 A
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.01 4
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Probability

-3 -2 -EI. 0 1
RESI1

Average: -0.0000000 Anderson-Darling Normality Test
StDev: 1.47868 A-Squared: 0.648
N: 20 P-Value: 0.077



5.3.2.3).- Evaluacion dela homogeneidad de varianzas.
Seevdlad Test deBartlett's.

Criterio: Puawe>0.05  (nive de confianza de 95%)
Resultado: Pgue : 0.248

0.248 > 0.05

Por lo tanto se verifica que lavariabilided no es Sgnificativa. Ver gréfico N° 07

GRAFICO N° 07
HOMOGENEIDAD DE VARIANZASDE LASMEDICIONESDE LAS

MUESTRAS (PRECISION)
Homogeneity of Variance Test for CONCENTRACIO

95% Confidence Intervals for Sigmas Factor Levels
[ * 4 1
. . . 5 F-Te
1| 2' 3{ Test Statistic: 2.230
P-Value :0.248
l —_—
tLevene's Te
Test Statistic: 0.554
2 — PValue  :0.466
428 429 430 431 432 433 434

CONCENTRACIO
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5.3.2.4).- Coeficiente de variacion:

Secdcula

Donde:

RSD: Cosficiente de variacion.

s Desviacion estandar.

X: Media

El resultado del coeficiente de variaciones 0.10%.

El coeficiente de variacdon méximo permitido para metodologiss AOAC en funcion a
concentraciones por debgo dd vaor de 1.0 mg/Kg es de 11.00% (Dato obtenido de AOAC
Per Veified method Program, Manud on Polices and Procedures, Arglinton, Virgnia

USA, Nov, 1993), por lo tanto cumple € criterio de aceptacion. Ver tablaN° 12
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5.4).- DETERMINACION DE LA VERACIDAD DEL METODO.
5.4.1).- OBJETIVO--

Determinar € porcentgje de recuperacion dd méodo parala cuantificacion.

5.4.2).-METODOLOGIA.-
Se midieron 3 niveles de concentracion (estandares), y se obtuvieron los sguientes
resultados.
VertablaN°® 13
5.4.2.1).- Evduar ladigribucion norma de los resdudes.
5.4.2.2).- Homogeneided de varianzas (igualdad de andigtas).
5.4.2.3).- Cdcular € porcentge de recuperacion en cadanivel.

5.4.2.4).- Evduar laveracidad con € estadistico t de sudent.



TABLA N° 13
MEDIDAS DE CONCENTRACION DE ESTANDARESEN 3 NIVELES

Plomo
(concentracion)
1 9.35
9.12
10.85
9.34
9.78
8.23
Promedio 9.45

S 0.86

RSD 9.09
21.03
19.33
19.74
20.13
19.64
18.26
Promedio 19.69

S 0.91

RSD 4.64
29.13
31.50
29.27
29.65
29.47
29.11
Promedio 29.69

S 0.91

RSD 3.07

Concentracion | Repeticion

10 ppb

| O W[N

20 ppb

OO BWIN| -

30 ppb

OO B[W|IN|F-




Resultados.

5.4.2.1).- Evaluacion dela digtribucion normal delosresiduales:
Se evaUamediante d Test de Anderson.

Criterio; Pige > 0.05  (nivd de caonfianza dd 95%)

Resultado: Pge: 0.125

0.125 > 0.05

Por lo tanto se verificalanormdidad de resdudes. Ver gréfico N° 08

GRAFICO N° 08
NORMAL |DAD DE RESIDUALESDE LAS CONCENTRACIONES
(VERACIDAD)

Normal Probability Plot
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99 4
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.001 -

Probability

-10 0 10
RESI1

Average: -0.0000000 Anderson-Darling Normality Test

StDev: 5.59014 A-Squared: 0.562
N 18 P-Value: 0.125
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5.4.2.2).- Evaluacion dela homogeneidad de varianzas.

Seevdlad Test de Batlett's.

Criterio: Pwwe > 0.05  (nive de confianza del 95%)

Resultado:  Pae : 0.085

0.085 > 0.05

92

Por lo tanto se verificaque lavariabilidad no es Sgnificativa. Ver gréfico N° 09

GRAFICO N° 09
HOMOGENEIDAD DE VARIANZASDE LASCONCENTRACIONES
(VERACIDAD)

Homogeneity of Variance Test for % RECUPERACIO

95% Confidence Intervals for Sigmas

Factor Levels

20

30

Bartlett's Test

Test Statistic: 4.924
P-Value :0.085

Levenre's Test

Test Statistic: 1.177
P-Value :0.335



5.4.2.3).- Porcentaje de recuperacion en cada nivel:

TABLA N° 14
PORCENTAJE DE RECUPERACION DE ESTANDARESEN 3NIVELES

Plomo (%
recuperado)
1 93.50
91.20
108.50
93.40
97.80
82.30
Promedio 94.45

S 8.59
RSD 9.09
105.15
96.65
98.70
100.65

98.20
91.30
Promedio 98.44

S 457

RSD 4.64
97.10

105.00
9757
98.83
98.23
97.03

Promedio 98.96

S 3.04
RSD 3.07

Concentraciéon | Repeticion

10 ppb

OO B[WIN

20 ppb

OO |A~|WIN|F

30 ppb

OO0 |W[IN|F




5.4.2.4).- Veracidad con d estadigtico t de student:
Datos:

n: 18

R: 97.28 %

s 5.40

RSD: 5.60

Secdcua

100 - R/n
oo =
RSD

Donde:

top = t de student obtenida experimenta mente.

R = recuperacion porcentud.

n = nimero de medidas.

RSD = coeficiente de variacion.

Correspondiendo a

t: 2.06

De tablas:

t: 211

Se concluye que tp < twias , POr 10 tanto no exide diferencia Sgnificativa con d 100% de

recuperacion y laveracidad es gpropiada
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5.5).- DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL METODO.
5.5.1).- OBJETIVO.--

Determinar la sensbilidad ded méodo de andiss en base d limite de deteccion y
limite de cuantificacion, con € méodo propuesto por la IUPAC para la determinacion de
plomo.

5.5.2).- METODOL OGIA .-

Proceder a redizar la comparacion dd blanco con soluciones patrén a diferentes
niveles de concentracion.
Resultados:

Las mediciones dd blanco utilizado se presentan en teblas. Ver tablaN°® 15

Secdcula
K*s
Cq =
m
Donde:
Cia = Concentracion mas baja detectable confiablemente que un instrumento

analitico  puede determinar a un nivel de confianza dado.

K

3, para € limite de deteccion a nivel de confianza del 99.86 % .

K = 10, parad limite de cuantificacion a nivel de confianza del 99.99 %

s = Desviacién estdndar delaslecturasdel blanco dereactivos.

m = Pendiente calculada con € rango delaregresion lineal del método.

Teniendo que:

s = 0.0013

m = 0.0263

Tenemos que para € méodo propuesto d limite de deteccién es 0.1437 ug/Kg, y € limite

de cuantificacion es 0.4791 ug/Kg



TABLA N° 15
MEDICIONES DEL BLANCO DEL METODO SUGERIDO (SENSIBILIDAD)

ACCION | MUESTRA | CONCENT. | oo | 1ot DESVIACION
ID (ppb) L) ESTANDAR
UNK 1 BLANK 0.6801 0.0151 25
UNK 2 BLANK 0.6192 0.0135 25
UNK 3 BLANK 0.5013 0.0104 25
UNK 4 BLANK 0.5622 0.0120 25
UNK 5 BLANK 0.5850 0.0126 25
UNK 6 BLANK 0.6269 0.0137 25
UNK 7 BLANK 0.5964 0.0129 25
UNK 8 BLANK 0.6230 0.0136 25
UNK 9 BLANK 0.5736 0.0123 25
UNK 10 BLANK 0.5698 0.0122 25
UNK-AV 0.5926 0.0128 25 0.0013
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6).-DISCUSION DE RESULTADOS.

Paa d andiss dd demento plomo, se procedié a evduar en forma repetida d
procesamiento de la matriz, con la metodologia propuesta Se observd que la matriz fue
sencilla de tratar con una digestion &cida directa; de esta forma se pudo obviar € paso de
cadcinacion que 2 menciona en € méodo de referencia Después de la digestion, se llevo a
Ssequedad, obteniendo sdles solubles que luego fueron debidamente aforadas en fiolas para
que a continuacion sean sometidas alectura en € equipo de absorcidn atdmica

Para que la metodologia verifique los principdes parametros de vaidacion, los
datos s sometieron a un andiss edadidico de acuerdo a los requerimientos normativos
SO 17025, 1SO 5725-2.

v Un pime nivd de evduadon, eduwvo dirigido a los daos obtenidos de
concentracion de plomo por dos andigtas, en donde se determind y verificd que €
comportamiento de los resdudes de las mediciones obedece a una digtribucion
normd, es decir cumple un comportamiento Gaussano. También se veifico, que
no exisge variailidad dgnificativa en las mediciones de los andistas. Todo edto,
evdud con @ programa estadistico MINITAB; findmente se obtuvo € porcentge
de recuperacion paa € maerid de referencia que fue de 98.2%, Sendo este un
resultado Optimo, pueto que dentro de los criterios de aceptacion, segln normas
SO 17025, debe estar entre 80 y 100%.

v/ En un segundo nived, s evdud la linedidad, con reslltados éptimos en d
desarollo dd programa edadigtico MINITAB, paa los daos obtenidos de la
medicién de los esténdares para confeccionar la curva de cdibracion. El andiss

hecho a la curva de cdibracion, por regreson, origind como resultados una
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pendiente a : 0.0263, un intercepto b : 0.0028, y un coeficiente de corrdacion r :
0.9994. Se golico € edadidico t de student para la evaduacion de la corrdacion

lined, obteniendo como resultado 108.65; Sendo esta cantidad mayor d vaor de
las tablas para este concepto, verificando asi la corrdacion lined existente.

En un tercer nivd, s evdud la precison dd méodo en donde s veificod la
repetibilidad y reproducibilidad dd méodo con los daos obtenidos d medir la
cattided de plomo contenido en d maeid de referencia Los resultados son:
media generd: 431.5 ug/K g, desviacion esténdar generd: 1.49 ug/Kg. Se redizo €
cdaulo de la edadigica de Manddl, y se comprobd que la vaiabilidad entre
andistas no es sgnificativo, resultando vaores de -0.71 y 0.71, Sendo los vaores
de tablas -1.15 y 1.15. De edta forma los vaores obtenidos se encuentran dentro del
rango, y por lo tanto verifica que la vaiabilided no es dgnifictiva De mismo
modo s compaaon los vdores para veificar la vaiabilidad de cada andida,
dando como resultado la no exigencia de una vaiabilidad dgnificaiva La prueba
de Cochran y Grubbs, dieron como resultado: C : 041, G, : 0.72, G : 114 (G :
vdor minimo, G : vdor ma&imo); Sendo vaores menores a los obtenidos de las
tablas correspondientes, asi, se demuedra la no variabilidad dgnificativa entre las
desviaciones estandar y promedios de la data generada. El codficiente de
vaiacion, se obtuvo en base a la desviacion esténdar de los datos generados, sendo
este 0.10%. Por haber utilizado como referencia un méodo normedo AOAC, s
compard @ cud aggna.como vaor méximo un coeficiente de variacion de 11.00% .

En un cuato nivel, se evadud la veracidad dd méodo. Se determind d porcentgje
de recuperacion siendo este de 97.28% (Porcentgie de recuperacion segin normas
ISO 17025. 80-100%); luego, sometiendo estos resultados d edtadigico t de

student, se obtuvo: 2.06 como resultado, Sendo menor d obtenido en tablas (2.11),



9

verificandose as que la veracidad y d porcentge de recuperacion es € apropiado.
La evduacion de la normdidad de resdudes resultd 0.125, y la homogeneided de
varianzas fue 0.085; ambos resultados mayores que 0.05, verificando de etta
manera que | os resultados son aceptables para una confianzadel 95% .

En un quinto nive, s obtuvo la senshilided dd méodo, dendo edas d limite de

deteccion: 0.1437 ug/K g, y d limite de cuantificacion: 0.4791 ug/K g.
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7).- CONCLUSIONES.

1. Los vaores de concentracion de plomo establecidos en d certificado de la muestra
referencid son de 0.439 + 0.026 mg/Kg y los vaores establecidos & la préctica
son de 0.432 £ 0.001 mg/Kg teniendo como porcentgje de eror 1.8 %, alavez,
e vdor obtenido en la préactica se encuentra  dentro del rango de incertidumbre de
la muedra de referencia, y la incertidumbre propiamente dicha es més pequefia que
la de la refearencia debido a que se utilizd un equipo espectrofotométrico de
absorcion admica de mayor sendbilidad en comparacion d referido en d méodo
AOAC 999.11.

2. El méodo sugerido, cumple en sus diferentes niveles de edudio, con las pruebas de
normdidad de resdudes y la veificadon de la diferenda no dgnificativa de sus
vaianzas, los cudes fueron evaduados con d programa esadigico MINITAB,
confirmando ad, su factibilidad para una poderior vaidacion interna, meta que
corresponderiad laboratorio involucrado.

3. La evduacion de datos resultd satisfactoria, es consecuencia de que € método
sugerido es goropiado para la evauacion y/o determinacion de plomo en verduras
liofilizades

4. H edudio redizado, puede ser extensvo a otros dementos metdicos como Cadmio
y Cobre, en veduras lidfilizades y otros dimentos tan solo bastaria seguir la

metddica expuesta, y la posterior evaluacion de datos resultantes.
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8).-RECOMENDACIONES.

» Manipular y lavar cuidadosamente € materid de vidrio a utilizar; los pardmetros de
preparacion de dicho materid, estén especificados en la seccidn N° 4.

» Veificar las epecificaciones técnicas de los reactivos involucrados en @ desarrallo
de la meodologia propuesta, ya que influird en los resultados a obtener. Las
debidas especificaciones técnicas se encuentran en laseccion N° 3.

» Tene la precaucion debida en la preparacion de los esténdares, verificar fecha de
caducidad y medio &cido involucrado.

» La digedion de las muestras deben ser con cdentamiento suave (bga temperatura),
para ad, evitar la proyeccion y quema de la muestra, cuando esté involucrado €
&cido nitrico.

» La digegtion con &ido perddrico, requiere de un cdentamiento ligeramente rdpido
(temperatura medi a).

> Proceder ala correcta manipulacion del espectrofotémetro de Absorcidn Atomica.

> Vificar lacorrecta sdidade preson del gas Argon.

» Eddilizr la lampaa de céodo hueco después de su encendido, as como la
|émpara de deuterio.

> Veificar los pararetros oOpticos y fidcos como: longitud de onda, tamafio de Slit,
rampa de temperatura de aomizacion, volumen de inyeccion de muedtra, tipo de
tubo de grdfito.

» Veificar d correcto funcionamiento del sstema de refrigeracion del eguipo.
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