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RESUMEN

Para hacer un adecuado diagnéstico de la calidad ambiental marina, se hace
necesario ademas de recolectar la informacion primaria y establecer las fuentes de
contaminacion, estandarizar y validar los métodos de andlisis; De esta manera el
objetivo principal de la presente practica realizada en el Laboratorio de Quimica
del Centro de Investigaciones Oceanograficas e Hidrogréficas del Pacifico Cccp,
fue la determinacion de los parametros de desempefio analiticos necesarios para
validar el procedimiento para la cuantificacion de carbono orgénico disuelto (COD)
en aguas marinas por combustion catalitica mediante infrarrojo no dispersivo.

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluyé que el método analitico
estudiado produce resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y
atributos de calidad: exactitud (93,1% y 95,9%.), precisibn (RSD<5%), limite de
deteccion (0,06 y 0,08 mg/L de COD), linealidad (R= 0,9997); y adicionalmente
ofrece resultados con incertidumbres muy bajas.



ABSTRACT

To properly diagnose marine environmental quality, it is also necessary to collect
primary data to establish the water quality and identify and characterize the
sources of pollution, to standardize and validate methods of analysis; The main
objective of this practice conducted in the Chemical Laboratory of the Research
Center of the Pacific Oceanographic and Hydrographic Cccp, was the
determination of the analytical performance parameters required, in order to
perform validation of procedures for quantifying of Dissolved Organic Carbon
(DOC) in marine waters with catalytic combustion technique with detection by non-
dispersive infrared (NDIR).

According to the results obtained, it was concluded that the analytical methods
studied produced precise and accurate results within the specifications and quality
attributes: accuracy (93,1% y 95,9%.), precision (RSD<5%), detection limit,
linearity (0,06 y 0,08 mg/L de COD), established results additionally provide
enough uncertainties sufficiently low.
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GLOSARIO!
ANALITO: Sustancia o compuestos que se buscan en el proceso de analisis.

BLANCO: Sistema fisico que no contiene muestra real y por consiguiente no
debera contener el analito de interés, pero que debe contener todos los reactivos
que se utilizan en el método de andlisis y son sometidos a las mismas
condiciones y al mismo procedimiento que las muestras reales y los estandares.

CARBONO INORGANICO TOTAL (CIT): El CIT esta conformado principalmente
por carbonatos (COs%), bicarbonatos (HCOs) y diéxido de carbono (CO,),
usualmente se encuentra en forma particulada o disuelta®.

CARBONO ORGANICO DISUELTO (COD): Por definicion, es la concentracién de
Carbono que queda en una muestra liquida (sustancia o0 mezcla de sustancias)
después de que todo el carbono particulado ha sido eliminado por filtracion y todo
el carbono inorganico ha sido eliminado por acidificacion y aireacion.

CARBONO ORGANICO NO DISUELTO O PARTICULADO (COND): Hace
referencia al carbono organico en particulas, la fraccion del COT retenida en un
filtro de 0,45 mm.

CARBONO ORGANICO NO PURGABLE (CONP): Es la cantidad de carbono
organico remanente después de haber acidificado y burbujeado la muestra. En
estas condiciones se remueve el carbono inorganico total (CIT) y carbono
organico purgable (COP), quedando en la muestra el CONP que puede ser
medido directamente.

1

MINISTERIO DE SALUD DE COSTA RICA. Guia de Validacion de Métodos Analiticos.
(Consultado: Enero 30 de 2015).
<http://www.ministeriodesalud.go.cr/protocolos/guiavalidacionmetodosanaliticos.pdf>

’Pineda Virginia. Determinacién de la evolucién térmica de las rocas generadoras de petréleo.
[tesis]. Universidad autbnoma de México. Facultad de Ingenieria; 2012.



CARBONO ORGANICO PURGABLE (COP): Hace referencia al carbono organico
volatil, la fraccion del COT extraido de una solucién acuosa por eliminacion de
gases bajo condiciones especificas.

CARBONO ORGANICO TOTAL (COT): Es la cantidad de carbono unido a un
compuesto organico y se usa frecuentemente como un indicador no especifico de
calidad del agua o del grado de limpieza de los equipos de fabricacion de
medicamentos. Se mide por la cantidad de dioxido de carbono (CO;) que se
genera al oxidar la materia orgénica.

DISTRIBUCION NORMAL: Son los resultados de una medicion repetida afectada
por una o mas magnitudes de influencia que varian aleatoriamente, generalmente
siguen en buena aproximacion una distribucion normal (campana de Gauss).

FORTIFICAR: Cantidades pequefias del compuesto de interés que se agregan a
la muestra original.

INCERTIDUMBRE: una estimacion unida al resultado de un ensayo que
caracteriza el intervalo de valores dentro de los cuales se afirma que esta el valor
verdadero.

MATERIAL DE REFERENCIA (ESTANDARES): Material o sustancia, en el cual
una o mas de sus propiedades estan suficientemente bien establecidas para que
sea usado en la calibracion de un aparato, la estimacion de un método de
medicidn o para asignar valores a los materiales.

MATRIZ: El material en el cual el analito o analitos de interés estan presente.

METODO ANALITICO: Adaptacion especifica de una técnica analitica para un
propdsito de medicién seleccionado.

MUESTRA: EIl término se refiere a cada sistema fisico que sea sometido al
procedimiento de andalisis siguiendo el método que se esta validando.


http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Calidad_del_agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Industria_farmac%C3%A9utica
http://es.wikipedia.org/wiki/Industria_farmac%C3%A9utica
http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono

PROCEDIMIENTO ANALITICO: Forma en que se realiza el analisis. Debe
describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada prueba analitica.
Puede incluir, pero no necesariamente los siguientes conocimientos:
caracteristicas de la muestra, preparacion de los estandares de referencia y
reactivos, uso de los aparatos o instrumentos, generacion de la curva de
calibracion, uso de formulas para los célculos.

SESGQO: se usa en el sentido de exactitud de un promedio a largo plazo (valor
esperado) de una serie de promedios. Es la diferencia en el valor esperado
(tedricamente igual al promedio de un numero infinito de valores individuales
independientes) del valor verdadero, correcto o asumido.

CRITERIOS DE ACEPTACION: Parametros bajo los cuales el resultado de una
prueba sera considerado aceptable.

CURVA DE CALIBRACION: Es la representacion gréfica de la sefial medida como
una funcion de cantidad del analito.

INCERTIDUMBRE: Estimacion que caracteriza el intervalo de valores, dentro de
los cuales se encuentra el valor convencionalmente verdadero de la magnitud
medida.

INTERVALO DE TRABAJO: Intervalo comprendido entre las concentraciones
superior e inferior (incluyendo dichas concentraciones) y para las que se ha
demostrado que el analito es cuantificado con un nivel satisfactorio de
repetibilidad, recuperacion y linealidad.

INTERVALO LINEAL: Es la capacidad de un método analitico para dar resultados
que son directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un
intervalo dado.

LIMITE DE CUANTIFICACION: Es la concentraciéon mas baja a la cual el analito
puede cuantificarse con una precision y veracidad aceptables bajo las condiciones
experimentales establecidas.

LIMITE DE DETECCION: Es la concentracion mas baja a la cual puede
detectarse el analito pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones
experimentales establecidas.

METODO NORMALIZADO: Proceso de medicion robusto donde pequefias
variaciones en el procedimiento no deben producir de forma imprevista grandes
variaciones en los resultados.

METODO NO NORMALIZADO: Método alternativo que demuestra o estima el
mismo analito tal cual se mide utilizando el método normalizado.



PARAMETRO DE DESEMPENO: Parametro especifico a evaluar en una
validacion.

RECUPERACION: Cantidad del analito recuperada en la porcién de muestra o
muestra adicionada cuando esta es conducida a través del método analitico
completo, y que permite evaluar la eficiencia de la extraccion, proceso de
preparacion e interferencias que puedan existir al aplicarlo. Se expresa en
términos de porcentaje.

REPETIBILIDAD: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea por un solo analista, usando los mismos instrumentos y
método en intervalos cortos de tiempo.

REPRODUCIBILIDAD (PRECISION INTERMEDIA): Grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea por dos
analistas o instrumentos diferentes, usando el mismo método en diferentes dias.

RESPUESTA ANALITICA: Lectura obtenida al aplicar un método analitico, como
pueden ser el area o altura del pico en un cromatograma, lectura de absorbancia,
cuentas de iones en un Espectro de Masas, lectura en mV, mL gastados en
volumetria, diferencia de peso en un gravimétrico, entre otros.

RESULTADO DE ENSAYO: Valor de un mensurando obtenido tras la realizacion
de un método de ensayo especifico.

ROBUSTEZ: Es la medida de la capacidad del método analitico de permanecer
inalterado por pequeias, pero deliberadas variaciones (efecto de cambio en las
condiciones) en los parametros del mismo, proporcionando un indice de su
confiabilidad durante su uso normal.

SELECTIVIDAD: Es la capacidad de un método analitico para medir solamente lo
gué se pretende que se mida.

SENSIBILIDAD: Es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a
un cambio en la concentracion del analito. Es la pendiente del intervalo de trabajo
y cuanto mayor es esta, mayor es la sensibilidad del método.

VALIDACION: Es el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio, que
las caracteristicas de desempefio del método, satisfacen los requisitos para su
aplicacién analitica.
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INTRODUCCION

La contaminacién por COD es una de las mayores problematicas del medio
ambiente marino costero. El principal inconveniente que presenta este carbono
organico es que absorbe radiacion UV en longitudes cortas afectando la
comunidades plancténicas, la cual es fuente de alimentacion de la especies de
este ambiente costero. Otro topico que hay que tener en consideracion en la
contaminacion de las aguas marinas por carbono organico disuelto facilmente
oxidable de origen natural y/o antrépico (contaminacion por actividad humana), es
que ésta puede ser consumida como fuente de alimentacién y energia por
microorganismos degradadores, generando un fendmeno que disminuye la
disponibilidad de oxigeno para el resto de organismos acuaticos de tal forma que,
si la cantidad de carbono organico a degradar es importante, puede conducir al
medio hacia condiciones de hipoxia (diminucién del oxigeno disuelto), provocando
la muerte a los organismos acuaticos®.

Actualmente, la comunidad cientifica se ha vuelto cada mas exigente ante la
aceptacion de estudios que estén relacionados con la toma de decisiones
ambientales, sobre todo en lo referente con los niveles de concentracion de
contaminantes. Para determinar dichos niveles se hace necesario llevar a cabo
procesos de estandarizacion y validacion de las metodologias analiticas
utilizadas, con objetivo de cumplir con los requisitos de selectividad, sensibilidad,
precision, exactitud y estimacion de la incertidumbre®.

Como respuesta a lo anterior la presente investigacion tiene como propésito
determinar los parametros de desempefio analitico necesarios para la validacion
de la metodologia analitica para la cuantificacion de Carbono Organico Disuelto
(COD) en aguas marinas, con el fin de consolidar, fortalecer y otorgar
confiabilidad a la informacion generada en el Laboratorio de Quimica del Centro
de Investigaciones Oceanogréficas e Hidrogréaficas del Pacifico, Cccp.

® CUBRELLATI. Ricardo O. Programa Iberoamericano de ciencia y tecnologia para el desarrollo:
Aspectos practicos de la validacion e Incertidumbre en medidas quimicas; 2010. ISBN 978-987-
96413-8-5.

* Aguirre Leticia, Garcia Teresa, Juncadella Marta. AEFI. Asociacién Espafiola de Farmacéuticos

de la Industria: Validacion de Método Analiticos. Monografia. Comisién de normas de buena
fabricacion y control de calidad; 2001.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOS GENERAL.

Validar una metodologia analitica para la cuantificacion de Carbono Organico
Disuelto (COD) en aguas marinas, por combustién catalitica con deteccion
mediante infrarrojo no dispersivo NDIR.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Implementar la metodologia analitica para la cuantificacion de COD en aguas

marinas de la costa Pacifica de Narino en base al método estandar 5310B
“Standard Methods”.

Documentar los parametros de validacion para la determinaciéon de COD en
aguas marinas en el laboratorio del Cccp

Analizar Carbono Organico Disuelto (COD) en muestras de aguas marinas de la
costa de Tumaco mediante el método estandarizado.
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2. MARCO REFERENCIAL
2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 Carbono Total (CT). El CT esta presente en todas las aguas superficiales y
marinas poco profundas. Todo el material carbonado estd compuesto por
organismos vivos y muertos, productos de excrecion de los microorganismos,
materiales biolégicos degradados y productos del metabolismo de las algas y
hongos. Estos son arrastrados de los suelos circundantes a los cuerpos de aguas
donde generan una gran variedad de subproductos orgénicos complejos los
cuales son responsables de la contaminacion®

El CT esta formado por sustancias quimicas que son polielectrolitos aniénicos de
bajo a moderado peso molecular, cuya carga se debe principalmente a los grupos
carboxilico y fendlico. Dichas sustancias son &cidos fulvicos (mas solubles) y
acidos humicos (menos solubles) entre otros, los cuales componen hasta el 80%
de la materia organica natural en el agua®

Los compuestos organicos de carbono se encuentran clasificados en tres
compartimentos: materia viva en particulas, materia muerta en particulas y
materia muerta disuelta.

El CT es el pardmetro mas significativo y uno de los menos estudiados en la
hidrografia mundial. Su importancia radica en que podria decirse que resume las
caracteristicas de cualquier fuente hidrica, pues el carbono organico representa la
fijacion de carbono y la descomposicién de materia organica, por lo tanto es un
indicador de contaminacion.

° Roger N, REVEE, (2002). Introduction to environmental analysis. Inglaterra: John Wiley & Sons,
Ltd.

® Martinez Andrés Alfonso. Modelamiento del proceso de remocidn de materia organica natural -

NOM - mediante la adicion de carbdn activado en polvo — PAC. [tesis]. Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de minas. Ingeniero Quimico. Medellin; 2006.
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2.1.2 Fracciones del carbono total (CT). ElI CT estd compuesto de diferentes
fracciones de carbono, tanto organico como inorganico como se observa en la
figura 1:

Figura 1. Fracciones del Carbono Total (CT), que muestran los componentes
del COT.

Carbono Total (CT)

Carbono Inorganico Total (CIT) Carbono Organico Total (COT)
|
I ]
. . Carbono Organico Carbono Organico
I Partlculasl I Disuelto I Purgahle NO Purgable
(COP) (CONP)

T

IParticuIasI I Disuelto I

Fuente: http://www.kossodo.com/pdf/SkalarFormacsTOCTNSpanish.pdf
De acuerdo con la figura 1 se muestra a continuacion sus definiciones:

Carbono Orgéanico Total (COT): Es la cantidad de carbono unido a un compuesto
organico y se usa frecuentemente como un indicador no especifico de calidad del
agua o del grado de limpieza de los equipos de fabricacién de medicamentos. Se
mide por la cantidad de diéxido de carbono (CO;) que se genera al oxidar la
materia organica.

Carbono Orgénico No Purgable (CONP): Es la cantidad de carbono orgénico
remanente después de haber acidificado y burbujeado la muestra. En estas
condiciones se remueve el carbono inorganico total (CIT) y carbono organico
purgable (COP), quedando en la muestra el CONP que puede ser medido
directamente.

Carbono Organico Disuelto (COD): Por definicién, es la concentracién de Carbono
gue queda en una muestra liquida (sustancia o mezcla de sustancias) después de
gue todo el carbono particulado ha sido eliminado por filtracién y todo el carbono
inorganico ha sido eliminado por acidificacion y aireacion.
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Carbono Organico No Disuelto O Particulado (COND): Hace referencia al carbono
organico en particulas, la fraccion del COT retenida en un filtro de 0,45 mm.

Carbono Organico Purgable (COP): Hace referencia al carbono organico volatil, la
fraccion del COT extraido de una solucion acuosa por eliminacién de gases bajo
condiciones especificas.

Carbono Inorganico Total (CIT): ElI CIT esta conformado principalmente por
carbonatos (CO3%), bicarbonatos (HCOj3) y diéxido de carbono (CO,), usualmente
se encuentra en forma particulada o disuelta’.

2.1.3 Carbono organico disuelto (COD) presente en el ecosistema acuatico.
La presencia de COD tiene muchos efectos sobre los ecosistemas, disminuyen el
oxigeno disuelto impidiendo la produccion de nutrientes y absorben la radiacion
solar en longitudes de onda corta UV, dafinas para el fitoplancton, zooplancton
los cuales son fuente de alimentacion para peces, llegando a alterar los
ecosistemas acuaticos. A su vez, altas concentraciones de COD reducen la
productividad primaria cambiando la estructura de las comunidades plancténicas.®

Las altas concentraciones de COD por lo general se encuentran en aguas
superficiales debido a las actividades del mismo ecosistema, generalmente estos
cambios en concentracidbn se debe por ejemplo a la excrecion de algas y
descomposicion organica de particulas. El fitoplancton es el principal productor de
COD, bajo condiciones rapidas de crecimiento, y considerablemente bajo un
namero limitado de nutrientes, el incremento de COD puede exceder debido a la
fijaciobn de carbono en la incorporacion como material celular. Por lo tanto la
concentracion de COD es el resultado de un conjunto amplio de los procesos de
produccion, de consumo y de transformacion, debido a la actividad biol6gica en
las diferentes capas del agua®

" Molina G. Luz Karime. Estudio Preliminar del Carbono Organico Disuelto en los Rios Orinoco,
Bita y Meta, en el Area de Influencia de Puerto Carrefio [tesis]: Universidad de los Andes, Facultad
de Ciencias Biologicas. Bogota-Colombia; 2002.

8 Ibid.

° Cinzia De Vittor, Alessandro Paoli, Serena Fonda Umani. Dissolved Organic Carbon Variability in
a Shallow Coastal marine System (Gulf Of Trieste, Northern Adriatic Sea). Estuarine, Coastal and
Shelf Science 78; 2008. p 280-290.
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2.1.4 Principales fuente de COD. Las fuentes al6ctonas y autoctonas, son las
principales fuentes COD en los sistemas acuaticos. Las fuentes al6ctonas son
nutrientes o material organico que se han incorporado al ecosistema acuético de
forma artificial, provienen de aguas, atmosfera, hojas, troncos, cortezas, entre
otros. Las fuentes autdctonas son seres vivos propios del ecosistema acuatico,
evolutivamente adaptados al ecosistema'® Basicamente cada una de estas
fuentes mencionadas acrecienta el aumento en la concentracion de COD
generando alteraciones a los ecosistemas costeros.

2.1.5 Métodos de anédlisis de COD. Los primeros métodos para el andlisis de
carbono organico disuelto fueron poco refinados comparados con los métodos
actuales. Estos trabajos iniciales consistieron en una oxidacion quimica, asi como
la deteccion de carbono organico disuelto resultante por valoracién volumétrica
del CO,. Generalmente después de una titulacion el gas reaccionaba con sulfatos.
Este enfoque alcanz6 un mayor rendimiento, al utilizar un método de oxidacion,
que se realizaba con una mezcla de dicromato de potasio y acido sulfurico
(K2Cr207 y H,S0O,4) seguida de una valoracién colorimétrica. Otros métodos fueron
posteriormente propuestos para el andlisis de carbono orgénico disuelto mediante
la oxidacion con persulfato de potasio (K,;S;Og) catalizada por radiacion
ultravioleta determinando la medicion de CO,. Posteriormente un método por
combustion a altas temperaturas, fue realizado para la determinacion del carbono
organico disuelto en muestras de agua de mar.**

2.2 ESTANDAR METODO (CARBONO ORGANICO DISUELTO 5310B)

Son organismos internacionales de normalizacion que proporciona métodos
oficiales de ensayo en el andlisis de aguas que se deben aplicar en laboratorio,
para garantizar el control de calidad del agua como: captacion de la muestra,
tiempos maximos de almacenamiento de muestras, metodologias analiticas el
desarrollo y validacién de métodos analiticos para alcanzar la vision de “confianza
internacional en resultados analiticos”.

Con lo anterior se determiné el método de andlisis de COD, denominado por este
organismos como 5310B, se utilizd en el Laboratorio del centro de investigacion
Oceanografico e Hidrografico del Pacifico para el proceso de validacion. Es
importancia no ignorar que el método mencionado no se debe utilizar para

10 Hosny I. Emara. Total Organic Carbon Content in the Waters of the Arabian Gulf. Environment
International, Vol 24, No. %, pp. 97-103; 1998. PIl S0160-4120(97)00125-6.

1 Sharp Jonathan H. Total Organic Carbon in Seawater- Comparacion of Measurements Using
Persulfate Oxidation and High Temperature Combustion. Marine Chemistry, 1; 1973. 211-229.
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analizar COD sin una validacion adicional, por medio del método de oxidacion a
alta temperatura®?.

2.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas
documentadas, mediante estudios sistematicos de laboratorio y demostrativos, de
gue un método de analisis es lo suficientemente fiable y reproducible para generar
resultados confiables dentro de intervalos definidos. El proceso de validacion
permite el conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento del método y
proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los resultados obtenidos
al aplicarlo®™. La validacién permite evaluar el funcionamiento del método analitico
con base a unos pilares denominados pardmetros analiticos, permitiendo asi la
obtencién de resultados confiables*

2.3.1 Etapas de la validacién.
Dentro de la validacion de un método analitico existen diferentes etapas que son:

Seleccion del método a validar: para ello se realiza la respectiva revision
bibliografica, con el objeto de analizar y estudiar los procedimientos reportados y
aplicados con anterioridad y definir los pardmetros (condiciones por cumplir) de
los procedimientos a validar, de acuerdo con las necesidades en cuanto a rango
del método y precision. Posteriormente se procede a elaborar los protocolos en
donde se define los objetivos especificos de las evaluaciones a efectuar, se
establecen las variables de interés que se quieren monitorear, ademas de incluir
los criterios de aceptacién o la comparaciéon de resultados con los niveles
permisibles o resultados esperados.

12 Standard methods. For the Examination of Water & Wasterwater, 22" Edition. American Public
Healt Association, Washington, DC 20001-3710. Método 5310B “High-Temperaure Combustion
Method; 2012 p 5-23 a 5-25.

'3 Aguirre Leticia, Garcia Teresa, Juncadella Marta. AEFI. Asociacién Espafiola de Farmacéuticos
de la Industria: Validacién de Método Analiticos. Monografia. Comisibn de normas de buena
fabricacion y control de calidad; 2001.

Y Hernandez Ballesteros Bertha Angélica. Validacion de Método Analitico por HPLC Para
Disolucion de Levonorgestrel 1.5 mg Grageas. Universidad de Veracruzana [tesis]. Facultad de
Quimica Farmacéutica Biologica. Veracruz-Mexico; 2014.
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Montaje del método: consiste en la realizacion de todas las pruebas
experimentales. En este item se encuentra también incluida la cuantificacion de
los parametros de interés en muestras reales y el analisis de interferencias.

Validacion del método: comprende el tratamiento estadistico de los datos
obtenidos experimentalmente. Para realizar la validacibon de un metodologia
analitica se debe tener en cuentas parametros relacionados con los resultados
obtenidos en un ensayo. A continuacibn se mencionan cada uno de los
parametros de validacion:

e Sensibilidad

e Selectividad/especificidad

e Limite de deteccion y cuantificacion.

e Intervalo lineal y linealidad.

e Exactitud: Veracidad (sesgo)

e Precision (repetibilidad, reproducibilidad)
e Recuperacion

e Incertidumbre

e Robustez

2.3.3 Sensibilidad. La sensibilidad se define como la capacidad que presenta un
meétodo analitico para discriminar entre pequefias diferencias en la concentracion
del analito presente en la muestra®. La sensibilidad se encuentra relacionada con
la pendiente [m] que arroja la curva de calibracién y también es un parametro
estadistico que corresponde a la desviacién estandar de la sefal del analito en
una concentracién dada®. El valor de sensibilidad obtenido [m] debe permitir una
adecuada discriminacién de los valores de concentracién en base a la lectura®®.
Para evaluar la sensibilidad se debe tener en cuenta la pendiente de la curva de
calibracién asi como los limites de deteccién y cuantificacion.

En figura 2, se puede observar que mientras mas proxima al eje de las Y este la
recta, significa que a ligeros cambios en las concentraciones esperadas habra
grandes variaciones en los resultados de las lecturas observadas [m2] En el caso

> Medina J. Jessica, Quinto Jorge Berrocal. Validacién de Método Analitico de Valoracién de
Naproxeno Sédico 550 mg. Tableta por Cromatografia Liquida de Alta Performance. [tesis]:
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Departamento
Académico de Quimica Bésica y Aplicada. Lima -Peru; 2008.

'® puffau Boris, Rojas Fabiola, Guerrero Isabel. Instituto de salud publica. Validacion de métodos y
determinacion de la incertidumbre de la medicién: Aspectos generales sobre la validacion de
métodos. Chile; 2010.
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de [m3] grandes cambios en la concentracion no son significativos para la
lectura.”’

Figura 2. Gréafico de respuesta del analito Vs concentracion del analito.

Fuente: HERNANDEZ Marta. Valladolid-Espafia; 2013. Validacién de Métodos de Ensayo y
Estimacion de La Incertidumbre de Medida Conforme a la Norma ISO/IEC 17025. Curva de
calibracion (respuesta vs concentracion)

2.3.4 Selectividad/especificidad. La selectividad es la capacidad de un método
analitico para medir y/o identificar simultdnea o separadamente los analitos de
interés de forma inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas que
pueden estar presentes en la muestra. Por otro lado tenemos un término
especificidad este se utiliza como sinébnimo del anterior, aunque deberia
reservarse para aquellas situacion donde la respuesta obtenida solo se puede
producir con una Unica entidad quimica, algo que no es posible cuando se refiere
procedimientos analiticos que emplea instrumentacién no especifica. Como hay
pocos métodos que den respuesta so6lo a un unico analito, el termino selectividad
es normalmente mas apropiado®®. Este parametro es muy importante al validar
una metodologia porque permite identificar y eliminar interferencias en la matriz
de estudio.

1 Skoog, D., West, D.M., Holler, F.J., & Crouch, S.R. Fundamentos de Quimica analitica. Octava
edicién. México. Thompson editores S.A; 2005. p. 94-96, 218,219.

' Eurachem/Citac. Guide the fitness for purpose of analytical methods. A laboratory guide to
method validation and related
topics.1998.http://www.eurachem.org/images/stores/Guides/pdf/valid.pdf consultado en 20 abril de
2015.
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2.3.5 Limite de deteccion (LOD). El limite de deteccion (LOD) se define como la
minima cantidad de analito en la muestra que se puede detectar. Aunque no
necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones experimentales. Este
parametro comprueba que la cantidad del analito se encuentra por encima o por
debajo de un nivel determinado. El limite de deteccidén se expresa habitualmente
en forma de concentracién de analito (por ejemplo, porcentaje, partes por millon,
entre otras)™®.

En la figura 3 se muestra los errores (tipo | y 1l) al determinar el limite deteccién,
Si el error es de tipo | o a significa que hay probabilidad de que se dé falsos
positivos (es el error que se comete cuando el investigador rechaza la hipotesis
nula (Ho) siendo ésta verdadera) y si el error es de tipo Il o B hay probabilidad de
dar falsos negativos (este error se comete cuando el investigador no rechaza la
hipétesis nula siendo ésta falsa)®.

Figura 3. Validacion de Métodos de Ensayo y Estimacién de La
Incertidumbre de Medida Conforme a la Norma ISO/IEC 17025. Limite de
decision y los errores a y B suponiendo que la sehal analitica sigue una
distribucion normal.

Fuente: HERNANDEZ Marta. Valladolid-Espafia; 2013. Validacién de Métodos de Ensayo y
Estimacion de La Incertidumbre de Medida Conforme a la Norma ISO/IEC 17025. Limite de
decision y los errores a y 3 suponiendo que la sefial analitica sigue una distribucion normal.

19 Asociacion Espafiola de farmacéuticos de la industria (AEFI), Op. Cit, p 70-71 Autoridad
nacional de licencias ambientales (ANLA) [en internet]. Resolucién
1016(dic7,2012)en:http://www.anla.gov.co/documentos/12549 res 0402_290414.pdf

20 HERNANDEZ, Marta. Validacion de Métodos de Ensayo y Estimacion de La Incertidumbre de
Medida Conforme a la Norma ISO/IEC 17025. Limite de decisién y los errores a y B suponiendo
gue la sefial analitica sigue una distribucion normal. Pag. 16. Valladolid-Espafia; 2013
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Anteriormente, se admitia kp = 3 con lo que a= 0.13 %. Hoy en dia, la IUPAC y la
ISO proponen a= =5 % por lo que el valor de kp ahora es 2 x 1,645 = 3,29.
Como se muestra en la figura de 4.

Figura 4. Validacion de Métodos de Ensayo y Estimacion de La
Incertidumbre de Medida Conforme a la Norma ISO/IEC 17025,
Distribuciones normales del blanco y limite de deteccion para a =8 = 5%.

Fuente: Ibid.

La determinacién del limite de deteccion se encuentra relacionada con la curva de
calibracion, uno de los métodos para determinar este valor es a partir de la
ecuacion 1:

K
LOD = Ecuacion 1.

Donde:

K es el factor de confianza
Sg es la desviacion estandar del blanco
M es la sensibilidad de la calibracion

Segun la literatura se elige un factor k de 2 o 3. Donde el valor k = 2 corresponde
a un nivel de confianza del 92,1%, por otro lado el valor K de 3 corresponde a un

nivel de confianza del 98,3%'°. Matematicamente se calcula a través de la
ecuacion 2

Yiop = Y8 + Kp-Sp Ecuacion 2.
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Donde:

y5 Es el valor medio de los ensayos realizados utilizando el blanco de reactivos.
Sp Es la desviacion estandar de estas medidas del blanco

K, Es una constante relacionada con el nivel de confianza deseado a, con un K,
inicial de 3.

2.3.6 Limite de cuantificaciéon (LOQ). El limite de cuantificacibon mide el
funcionamiento del método que suele expresarse como sefal del valor
(verdadero) de la medicion que producird estimaciones con una desviacion
estandar relativa (RSD) generalmente de 10 % (0 6 %)?.. El LOQ se calcula
mediante la siguiente ecuacion 3:

Yoo =8+ Kp-Sp Ecuacion 3.

Basicamente el limite de cuantificacién es la sefal del blanco mas 10 veces la
desviacion estandar del blanco.

2.3.7 Linealidad y rango lineal. La linealidad es la capacidad del método para
proporcionar resultados que son directamente (o promedio de transformaciones
matematicas) proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro
de un rango establecido. Siempre que sea posible se busca una respuesta de tipo
lineal que facilitara su trazado, interpolacion e interpretacion. El rango se define
como el intervalo entre la concentracion superior e inferior del analito para el cual
se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método
descrito™. El intervalo de respuesta lineal se puede evaluar mediante el criterio
del coeficiente de correlacién de la recta y por el analisis de varianza. La recta
obtenida es una estimacion de la verdadera recta y se considera estadisticamente
valida, si los valores de respuesta no se desvian significativamente del valor
medio de la recta de mejor ajuste y la pendiente es significativamente cero®

?t Garfield, F.M. 1991. Quality Assurance Principies for Analytical Laboratories. AOAC

International.

?2 Asociacion Espariola de farmacéuticos de la industria (AEFI). Validacién de métodos analiticos.
Catalufia. 2001.p57-94
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La linealidad normalmente se calcula a partir de una recta, por minimos
cuadrados. Donde la pendiente y la varianza son los que determinan la
linealidad?®.

Para el calculo de la linealidad es necesario la ecuacion 4 como se muestra a
continuacion.

y=mx+b»b Ecuacién 4.

Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar mediante un grafico de
concentracion versus respuesta instrumental, que se conoce como funcién
respuesta (normalmente llamada recta de calibrado). Esta se establece cada dia
con blancos fortificados (patron de referencia), que cubran el intervalo de trabajo.
Es necesario abarcar valores cercanos al cero y valores superiores al valor de
interés concentraciones normales COD de aguas marinas (1 y 5 mg/L). El
namero de puntos a analizar debera ser establecido por el analista. Ver figura 5.

Figura 5. Gréafico de linealidad, sefial del analito Vs concentracién

Fuente: ibid.

A menara general la figura 5 muestras los intervalos a baja, media y alta
concentracion del analito, donde no es posible detectar el analito ya que la Unica
sefial obtenida es la que corresponde al blanco. Un segundo intervalo a

% Medina J. Jessica, Quinto Jorge Berrocal. Validacién de Método Analitico de Valoracion de
Naproxeno Sodico 550 mg. Tableta por Cromatografia Liquida de Alta Performance. [tesis]:
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Departamento
Académico de Quimica Bésica y Aplicada. Lima -Peru; 2008.

32



concentraciones intermedias del analito, llamado intervalo de trabajo o intervalo
dindmico, donde la sefial varia con la concentracion. Dentro de este intervalo
pueden diferenciarse tres tramos. Y por ultimo un primer tramo acotado por la
concentracion cuya sefial empieza a diferir de la sefial del blanco y el limite de
cuantificacion.

Para obtener un rango de trabajo lineal o intervalo lineal en la curva de calibracién
es necesario tener un punto de baja concentracion el cual corresponde al limite de
cuantificacion obtenido a partir del blanco y el limite superior se establece como la
concentracion a partir de la cual el equipo proporciona una sefial que se aparta de
la linealidad en un 3%. En este tramo la relacién sefial/concentracion permanece
constante.

2.3.8 Precision. La precision mide el grado de acuerdo entre los resultados
analiticos obtenidos de una serie de mediciones repetidas del mismo analito,
donde se tiene como criterio de aceptacion una desviacién estandar relativa
(RSD) menor o igual al 15% para andlisis de matrices biolégicas*®. La precisién
refleja los errores aleatorios que se producen cuando se utiliza un método. Las
condiciones en que se mide la precision se dividen, segun opinion general, en
condiciones repetibles y condiciones reproducibles.

El objetivo del estudio de precision es conocer la variabilidad del método, ya que
esta es debida a errores aleatorios inherentes del mismo. Debido a estos errores
los andlisis efectuados sobre muestras idénticas y en las mismas condiciones, no
conducen a resultados idénticos’’. Este es un parametro que expresa la variacion
en los resultados de una medida analitica en términos de coeficiente de variacion
(CV).

La precision se evalla a través de las siguientes ecuaciones:

11'1=1(Xi - X)Z

Ecuacion 5.
n—1

S =

Por otro lado tenemos la desviacion estandar muestral que no es mas que un
indicador de la verdadera desviacion estandar poblacional (o), a la que
pertenecen los valores obtenidos cuando se tiene un numero de medidas grandes
(n>30), por lo cual la desviacion estandar muestral (s) se considera un indicador
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de mayor confiabilidad de (o), la desviacion estandar muestral“’. A continuacion

se muestra el céalculo:

L (X —X)?
n

Ecuacion 6.

Cuando se utiliza la desviacidon estandar relativa, DER, esta nos ofrece resultados
mucho més claro sobre la dispersién con referencia a la magnitud medida. En la
literatura se ve expresada como porcentaje. También es conocida como
coeficiente de variacion (CV) se calcula de la siguiente forma:

DER = Ecuacion 7.

ol I%

S
%DER = )—? x 100 Ecuacibn 8.

Béasicamente las ecuaciones mencionadas son las mas comunes para evaluar la
precision en términos repetibilidad y la reproducibilidad. Donde la repetibilidad da
idea de la clase de variabilidad que puede esperarse, cuando un método es
realizado por un solo analista en un mismo equipo durante un periodo corto®. Es
muy importante comparar los resultados obtenidos entre varios laboratorios para
obtener una valoracion mas significativa de la precision y es la reproducibilidad.

2.3.9 Repetibilidad o Capacidad de Repeticién. La repetibilidad de las
condiciones existe cuando el mismo analista analiza muestras el mismo dia y con
el mismo instrumento (por ejemplo, analizador COT-L) y en el mismo laboratorio.
Cualquier cambio de estas condiciones (por ejemplo, diferentes analistas,
diferentes dias, diferentes instrumentos, diferentes laboratorios) implica que las
condiciones sélo seran reproducibles.®

El analisis de la repetibilidad implica utilizar pardmetros estadisticos como lo es la
desviacion estandar o también el coeficiente de variacion (CV). En el laboratorio
es posible determinar la repetibilidad tomando un nimero de un lote homogéneo y

2 Miller, N, J, Miller, C. Estadistica y quimiometria para quimica analitica. 4 Ed. Madrid. Pearson.
2002. p. 296. ISBN 84-205-3514-1.

% Jofre Viviana Rosario. Validacién De La Metodologia Analitica Para La Determinacién De Acidos
Grasos En Aceites De Oliva Extra Virgen [tesis]: Universidad De Chile. Facultad De Ciencias
Quimicas Y Farmacéuticas. Departamento De Ciencia De Los Alimentos Y tecnologia quimica
laboratorio de quimica de alimentos y materias grasas. Santiago De Chile; 2009.
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a su vez van acompafiados del valor medio, desviacion estandar y finalmente por
el intervalo de confianza del valor medio, su ecuacion es la siguiente:

U= X + t-o).S Ecuacion 9.

Donde:

X Media de los resultados en n mediciones

S Es la desviacion estandar de los datos estadisticos

t Es conocido como un dato estadistico con un nivel de confianza
(n — 2) Es el grado de libertad

Existe algo muy importante al trabajar con la desviacion estandar donde este
pardmetro es inversamente proporcional a la concentracion del analito. Este
pardmetro es evaluado en el laboratorio tomando como minimo 9 analisis, se
debe cubrir el intervalo especificado en el método. Podemos tener 3 réplicas con
diferentes concentraciones®®. Como es el caso para la determinacién de COD en
aguas marinas donde se tuvo en cuenta concentraciones de baja, media vy alta.

2.3.10 Reproducibilidad o capacidad de reproduccion. La reproducibilidad nos
da a entender el grado de concordancia entre los resultados de mediciones
sucesivas del mismo analito de un material idéntico realizadas utilizando el mismo
método en condiciones diferentes. Por ejemplo, analizadores diferentes,
laboratorios diferentes. Los resultados deben expresarse en términos de
desviacion estandar de la reproducibilidad, coeficiente de variacion de la
reproducibilidad o intervalo de confianza del valor medio?’. Este parametro es
conveniente evaluarlo por medio del coeficiente de variaciéon de Horwitz (CVH),
cumpliendo el criterio de aceptaciéon de reproducibilidad si el coeficiente de
variacion obtenido en los ensayo es menor a (CV < 2/3CVH)".

% B. Jorgue G. Validacion de método Analitico de Valoracién de Amoxicilina en Polvo para
Suspension Oral Produccion por Betapharma S.A. Mediante HPLC. [tesis]: Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo. Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia. Riobamba-
Ecuador; 2011.

" Ipid.
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2.3.11 Exactitud. La exactitud se define como el grado de concordancia entre el
resultado de un ensayo y el valor de referencia. El término “exactitud”, esta
aplicado a un conjunto de resultados de un ensayo, y supone una combinacion de
componentes aleatorios y un componente comun de error sistematico o sesgo.
Cuando se aplica a un método de ensayo, el término “exactitud” se refiere a una
combinacién de veracidad y precision®®

En la ecuacion 10 se muestra la forma de evaluar la exactitud por medio de la
veracidad en términos de porcentaje de recuperacion, realizando una adicion de
estandares de concentracibn conocida en la muestra y evaluando
estadisticamente las diferencias significativas obtenidas de porcentajes de
recuperacion en los ensayos con una prueba de t-student.

., CF—-CU ]
% Recuperacion = A Ecuacion 10.

Donde:

CF: concentracion de analito medida en muestra fortificada
CU: concentracion de analito medida en muestra sin fortificar
CA: concentracion del estandar adicionado

Por medio de la recuperacion le logra observar el rendimiento de un método
analitico en cuanto a la cantidad del analito existente en la muestra original. Por lo
cual, la recuperacién esta intrinsecamente relacionada con las caracteristicas de
la matriz*>.

2.3.12 Robustez. La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su
capacidad de permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones
en los pardmetros del método (cambios en una o mas de las condiciones de
trabajo); se dice que un método es robusto cuando se puede demostrar su
invariabilidad durante el uso normal. Cuando se estudia esta caracteristica de un
método analitico, pueden ser determinadas las variables con efectos mas
significantes sobre el método y ademas definir las formas de controlarlas durante
su uso®. La robustez permite demostrar la estabilidad del método al alterarse
condiciones en la metodologia y no verse alterado los resultados.

% ICH Q2A. Text on validation of Analytical procedures: Validation of Analytical Methods:

Definitions and Terminology.1995. [En linea]. http://www.pharma.gally.ch/ich(q2a038195en.pdf>.
Consultado en 29 de abril de 2015.

2 Ibid.
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2.4 INCERTIDUMBRE.

Es fundamental para un proceso de validacion establecer la incertidumbre en las
mediciones del método de ensayo. La incertidumbre de la medicion esta definida
como “Pardmetro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores
atribuidos a un mensurando a partir de la informacién que se utiliza""

2.4.1 Incertidumbre combinada. La incertidumbre asociada a la medida
presenta una probabilidad de cobertura de aproximadamente un 95%. La
incertidumbre de una medicion es el pardmetro asociado al resultado, es decir,
caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos
al mesurando™. En este sentido, es importante que para un método validado, se
realice la determinacién de las diferentes fuentes o componentes de la
incertidumbre de la medicion presentes teniendo en cuenta una distribucion
normal del 95%.

Dado a que una de las mayores fuentes de incertidumbre consideradas es la curva
de calibracién del equipo y su respectiva regresion®’. En este aspecto se evalla
dicho efecto de la siguiente manera:

2

e = J(22) < eo? + () # ho® + (%) # ve?  Ecuacion 11

Finalmente la Incertidumbre expandida con un factor de cobertura (k=2) para un
nivel del 95% de confianza esta dada por la ecuacion 12:

U=K*u=2*u Ecuacion 12

Antes de comparar y combinar contribuciones de la incertidumbre que tienen
distribuciones diferentes, es necesario distinguir dos métodos principales para
estimar las fuentes de Incertidumbre: El Método de Evaluacion Tipo A esta basado
en un analisis estadistico de una serie de mediciones, mientras el Método de
Evaluacion Tipo B comprende todas las demas maneras de estimar la
incertidumbre, es decir se evalla por un juicio cientifico basado en toda la

% Hsu, K. & Chen, C. The effect of calibration equations on the uncertainty of UV-Vis

spectrophotometric measurements. Measurement; 2010. 43, 1525-1531.
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informacion disponible acerca de la variabilidad de las mediciones. Entre ésta se
pueden incluir:

- datos de mediciones anteriores ;

- experiencia o conocimiento general acerca del comportamiento y propiedades
de materiales de referencia, patrones o instrumentos ;

- especificaciones del fabricante ;

- datos provistos en calibraciones u otros certificados

- incertidumbres asignadas a datos de referencia tomados de manuales.

Cabe mencionar que esta clasificacion no significa que exista alguna diferencia en
la naturaleza de los componentes que resultan de cada uno de los dos tipos de
evaluacion, puesto que ambos tipos estan basados en distribuciones de
probabilidad. La Unica diferencia es que en las evaluaciones tipo A se estima esta
distribucion basandose en mediciones repetidas obtenidas del mismo proceso de
medicidon mientras en el caso de tipo B se supone una distribucion normal (es
decir atribuidas a mediciones repetida afectada por una o mas magnitudes de
influencia que varian aleatoriamente, generalmente siguen una distribucion
normal (campana de Gauss), con base en experiencia o informacién externa)®..
En la practica esta clasificacion no tiene consecuencia alguna en las etapas para
obtener una estimacion de la incertidumbre combinada.

2.5 ERROR ALEATORIO EN LA DIRECCION Y DE LA RECTA DE
REGRESION.

Cuando se utiliza una recta de regresion lineal para estimar la concentracion de
una muestra esta por general suele presentar errores aleatorios, por esta razon es
de gran importancia estimar este error, denominado estadistico S yx (errores
aleatorios en la direccién Y).

(v:i—1:)2
Sy/x = /EM?T%) Ecuacién 13

Se comprueba que la ecuacion 5 utiliza los residuos de (y, y; —¥;), donde los
valores de J; son los puntos sobre la recta de regresion calculada
correspondientes a los valores individuales de X, es decir, los valores de y
<<ajustados>> (Figura 6). El valor de y; para un valor de x dado se calcula

¥ Guia para estimar la incertidumbre de la medicion / CENAM / WSchmid y RLazos / Mayo 2000.
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rapidamente a partir de la ecuacion de regresion. La ecuacion 13 es claramente
similar a la forma de la desviacion estandar de una serie de medidas repetidas
(Ecuacién 5), pero difiere en que las desviaciones, (y; — ¥;), se sustituye por los
residuos (y; — ¥;), conteniendo el denominador el termino (n-2) en vez de (n-1)%*.

Figura 6. Los residuos de y de unaregresion lineal.

X1, ¥1

X1, ¥1

X

Una vez obtenido un valor de S yx se puede calcular el error aleatorio de la
pendiente (b) y del intercepto (a) por medio de la ecuacién 14y 15.

Desviacion estandar de la pendiente (b):

S
Sb — y/x

ETSIE Ecuacién 14
i\Ai—

Desviacion estandar del intercepto (a):

Y X? .,
Sq = Sy/x ’m Ecuacion 15

32 Miller, N, J, Miller, C. Estadistica y quimiometria para quimica analitica. 4 Ed. Madrid. Pearson.
2002. p. 296. ISBN 84-205-3514-1.
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Los valores de Sy y S, se pueden utilizar para estimar los limites de confianza de
la pendiente y de la ordenada en el origen. Asi pues los limites de confianza de la
pendiente vienen dados por b * t.2)sp, donde el valor t se obtiene para un nivel de
confianza deseado y (n-2) grados de libertad. De la misma manera se estima los
limites de confianza para la ordenada en el origen vienen dados por a t(n-2)5a33,

2.6 FUNDAMENTO DE LA TECNICA DE ANALISIS

La técnica de andlisis determina el contenido de carbono organico disuelto (DOC)
en muestras liquidas. Se basa en el principio de oxidacion por combustion
catalitica a 680 °C. La muestra es introducida mediante un sistema de inyeccion a
la camara de combustion donde es oxidada formando dioxido de carbono (CO,)
que posteriormente pasa por la celda de deteccion de infrarrojo no dispersivo
(NDIR); este detector es un tipo de espectroscopia de IR, se basa en el principio
de que las moléculas de gas absorben la luz IR y la absorcién de un cierto gas se
produce a una longitud de onda especifica. Por ultimo se crea una sefal que se
traduce en formar de pico gaussiano y luego un procesador calcula su area en
unidades de milivoltios (mV)**. Como se muestra en el esquema 1.

Esquema 1. Principio de funcionamiento de la técnica de analisis.

33 |bid.

34 Shimadzu Institute for Research technologies [pagina en internet]. Shimadzu center For

Advanced Analytical Chemistry [consultado 26 agosto 2014]. Disponible en: http://www.uta.edu/sirt
/scaac / equipment /toctmnl /toctmnl. php.
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3. ANTECEDENTES

En todos los campos de analisis se necesitan métodos de analisis fiables, la
comunidad internacional reconoce, que los laboratorios deben adoptar medidas
adecuadas para asegurar que son capaces de proporcionar datos de la calidad
exigida. La validacion de los métodos analiticos, es un componente esencial de
las medidas que debe aplicar un laboratorio para obtener datos analiticos fiables;
La IUPAC ha elaborado algunas directrices para la validacion de métodos de
andlisis por un solo laboratorio, estas directrices constituyen con
recomendaciones minimas sobre los procedimientos que deben aplicarse para
asegurar la validacién apropiada de métodos de analisis™.

Con respecto a los estudios realizados sobre carbono organico a nivel mundial
merece relacionar diferentes métodos abordados por distintos autores, como son:

(Emara, 1998) Durante las ultimas décadas, prestado gran atencion al estudio de
la materia organica en el medio marino. Aunque la materia organica es so6lo un
componente minoritario en el agua de mar, esta desempefia un papel importante
en procesos geoldgicos y bioquimicos. En este estudio por medio de la técnica de
combustibon a altas temperaturas se obtuvo niveles caracteristicos de
concentracion en las aguas costeras entre 1y 1,5 mg C/ L de COD; estos valores
fueron comparados con los niveles normales de COD para aguas costeras
reportados que se encuentran entre 1,5 a 2,0 mg/L de COD para el océano indico,
Pacifico y Atlantico®®.

(Tugrul., 1993) Realizé la comparacion de las concentraciones de COT mediante
dos (2) técnicas de oxidacion catalitica (persulfato-UV y de alta temperatura). Las
concentraciones de carbono organico Total (COT) se determinaron en aguas del
Mar de Marmara, utilizando la técnica de oxidacion catalitica a alta temperatura
utilizando un equipo Shimadzu COT y la oxidacion con el método de persulfato-
UV. Los valores de COT en las aguas profundas del mar de Marmara fueron del
60 y el 73 uM por la técnica a alta temperatura y de 40 hasta 50 uM por el
meétodo de oxidacion catalitica persulfato con UV. Los valores de COT obtenidos
por ambos métodos en muestras de aguas profundas anodxicas del Mar Negro
varié entre 105y 130 pM*’.

% JUPAC. (2002) Validacién por un solo laboratorio, examen de las directrices armonizadas para la
validacion de métodos de analisis. Budapest -Hungria, Noviembre.

% |bid.

%" Suleyman Tugrul. Comparison of COT Concentrations by Persulphate-UV and Hihg-Temperature
Catalytic Oxidation Techniques in the Marmara and Black seas. Marine Sciences Institute, Middle
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(Covelli. S, 2009) realizo la cuantificacion de carbono organico (DOC) en agua de
mar por medio del método HTCO utilizando una unidad comercial Shimadzu COT
50002 provista de una columna de cuarzo de combustion rellena con de plata
sobre almohadas de silice con un didmetro aproximado de 3mm, donde antes de
la inyecciéon la muestra de agua de mar fue filtrada, acidificada con una solucion
de HCI y purgada durante con burbujeo de oxigeno de alta pureza, el muestreo se
realizo en dos puntos denominados Al y A2 obteniendo concentraciones de COD
en agua dulces (2,84 y 4,09 mgL™)%®,

East Technical University, P.O. Box 28, Erdemli 33731, Icel. Turkey. Marine Chemistry, 41; 1993. p
265-270 265.

% Covelli Stefano Recent contamination of mercury in an estuarine environment. Marano lagoon,
Northern Adriatic, Italy; 2009. p. 274-276.
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4. METODOLOGIA

4.1 UBICACION GEOGRAFICA

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de Centro de Investigaciones
Oceanograficas e Hidrograficas del Pacifico (Cccp), ubicado al extremo sur de la
Costa Pacifica Colombiana en el municipio de Tumaco que corresponde
administrativamente al departamento de Narifio.

4.2 CONTEXTO METODOLOGICO

En este estudio se desarroll6 la validacion de un método de analisis para la
cuantificacion del carbono organico disuelto (COD) como indicador de
contaminacion de aguas marinas, por la técnica de combustion catalitica mediante
infrarrojo no dispersivo (IRND). Se utilizé la metodologia correspondiente al
método 5310B*° del “Standard Methods”. Para determinar la concentraciéon de
COD presente en agua de mar se trabajé con un equipo Shimadzu COT-L
CPH/CPN, el cual tiene como base la técnica de oxidacion total de los
compuestos organicos no volatiles a CO; a través de una combustion catalitica a
680 °C. La muestra de agua de mar filtrada, se acidifica y airea con oxigeno antes
de la combustion. La muestra se introduce en una columna de combustion
empacada con pequefias esferas de alimina cubiertas con platino las cuales se
mantienen a 680 °C. La cantidad de CO, producido durante este proceso se mide
mediante un Detector de Infrarrojo No-Dispersivo (IRND).

Caracteristicas de los equipos utilizados para el andlisis de carbono organico
disuelto:

Shimadzu COT-L:

- Parametros de andlisis: TC, TOC, TIC, DOC, NPOC, POC

- Introduccion de muestra: Muestras liquidas de forma manual.
- Rango de analisis: 0 — 60.000 mg/I en liquidos.

- Limite de deteccion: (NDIR) 6 ug/l (ppb).

- Precision: < 1% a > 5 mg/l Carbono

% American Public Health Association, American Water Works Association y Water Pollution
Control Federation Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. (1994) 14th,
edition. Mét. 5310B.
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Tiempo de analisis: 3-4 min por parametro.

Mettler Toledo:

Dimension de medida mg-g

Valores del Certificado CLM 88514 de 2014-06-21 (Balanza AB204S)
serie: 1129450037

Modelo: AB 204-S

Rango: 10 mg-220 g

Division de escala: 0,0001 g

Magnitud medida: masa

Linealizacion:  Autolinealizacion automatica de la curva de pesada
(simultaneamente con ajuste proFACT a motor).

Corta-aires de vidrio: Sin vastagos; se abre automaticamente a motor o por
pulsacion.

Sensibilidad: £1,5 ppm/°C

Indicador con DeltaTrac®: LCD (cristal liquido).

Desionizador Smart 2 Pure:

Flujo agua ultrapura: 1 litro/minuto

Produccion agua por osmosis: 3 0 6 L/hora

Control por microprocesador

Pantalla de control de posicion ajustable

Bomba de presion integrada y bomba de recirculacion
Modelos UV con oxidacion UV 185/254 nm
Conductividad: 0,055 ps/cm

COT: 5-10 ppb
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Mufla MF-2002:

Control de temperatura digital tipo PID

Temporizador digital 99 hora 59 min con alarma audible

Visualizacion de temperatura por medio de un display amplio y LED de alta
luminosidad

Resolucion: 1 digito

Temperatura programable

Interruptor luminoso que indica la puesta en marcha

Entrada superior para termometro de verificacion

Temperatura: Hasta 1200°C

Precision: £ 5,0 °C a 800 °C

4.3 MUESTREO DE AGUA DE MAR

Una apropiada técnica de muestreo y manejo de las muestras son esenciales
para la buena calidad de los datos. Cuidados deberan ser considerados para
minimizar la contaminacion de la muestra. Se recomienda que el personal que a
realizar el muestreo use guantes, para evitar la contaminacion de la muestra®.

Se monitorearon cinco (5) estaciones de la bahia de Tumaco, a nivel superficial
en marea baja como se muestra en la (tabla 1), y se recolectaron las muestras en
recipientes de vidrio de 500 mL previamente lavados para su posterior tratamiento
y analisis.

Tabla 1. Analisis de COD en la bahia de Tumaco

Estaciones Latitud Longqitud
Playa del Morro 1°48°48.48”"N 78°44’11.61°W
Muelle Residencias 1°48’13.46”N 78°45’59.43”"W
Muelle Cccp 1°49’11.82”N 78°43'43.86"W
Puente el Pindo 1°48°09.41”N 78°46'50.43"W
Puente del morro 1°49°07.73”N 78°45'17.84”"W

0 Instituto Colombiano De Norma Técnica Y Certificacion NTC-ISO 5667-1. Gestién ambiental.
Calidad de agua. Muestreo. directrices para el disefio de programas de muestreo. Bogota:
ICOTEC. 1995
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4.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

4.4.1 Filtracion de las muestras. Se dejé que muestra alcanzara la temperatura
ambiente, posteriormente se filtr6 500 mL de agua de mar a través de un filtro
(figura 7) de fibra de vidrio Whatman GF/F de tamafio de poro nominal entre 0,4 -
0,7 um. Este proceso elimino la materia organica particulada la cual pude obstruir
los orificios de la jeringa de inyeccion del analizador de Carbono Organico. La
muestra se preservo en botellas de vidrio ambar entre 1°C y 5°C y se analiz6 al
siguiente dia.

Figura 7. Equipo de filtracion

4.5 PREPARACION DE SOLUCIONES.

4.5.1 Solucion stock de 250 mg/L de biftalato de potasio (CgHsKO,4). Se peso
0,0528 g de bhiftalato de potasio anhidro (CgHsKO,4) previamente tratado (secado a
120 °C por 2h y llevado al desecador durante 30 min). Posteriormente se disolvio
y aforo a 100 mL con agua de mar sintética y se preservo en un recipiente ambar
a 4 °C durante dos (2) meses.

4.5.2 Agua de mar sintética. Se pesé 25 g de cloruro de sodio (NaCl) y 8 g de
sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQO4-7H,0) en agua desionizada tipo | y
se aforo a 1 L. El protocolo para la preparacion de agua de mar sintética se
realizo a partir del procedimiento administrativo LAQ-PA-011 establecido por el
laboratorio del Cccp.
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4.5.3 Acido sulfarico 9N (H,SO,). Se midi6 62,5 mL de A&cido sulfurico
concentrado (H,SO,) y se aforo con agua desionizada a 250 mL. La solucién de
H.SO, preparada tuvo una concentracion de 9N. La solucidon se preservo en un
recipiente color ambar a 4 °C. Esta solucién elimino el carbono inorgénico
presente en la muestra en forma de carbonatos y bicarbonatos (CO527, HCO3").

4.5.4 Preparacion de blancos fortificados a un nivel de concentracion bajo.
Se midié 0,1 mL de la solucién stock de biftalato de potasio (CgHsKO4), se paso a
un balén volumétrico de 50 mL y se aforo con agua de mar sintética. La solucion
preparada presento una concentracion de 0,5 mg C/L (punto de control). La
solucién se preservo en un recipiente color &mbar a 4 °C.

4.5.5 Preparacion de agua de mar natural fortificadas a un nivel de
concentracion bajo. Se midié 0,1 mL de la solucién stock de biftalato de potasio
(CgHsKOy), se paso6 a un balén volumétrico de 50 mL y se aforo con agua de mar
natural. La solucion preparada presento una concentracién de 0,5 mg C/L (punto
de control). La solucion se preservo en un recipiente color ambar a 4 °C.

4.5.6 Preparacion de blancos fortificados a un nivel de concentracién medio.
Se midié 0,6 mL de la solucién stock de biftalato de potasio (CgHsKO,), se paso a
un balén volumétrico de 50 mL y se aforo con agua de mar sintética. La solucion
preparada presento una concentracion de 3 mg C/L (punto de control). La
solucién se preservo en un recipiente color &mbar a 4 °C.

4.5.7 Preparacion de agua de mar natural fortificadas a un nivel de
concentracion medio. Se midi6 0,6 mL de la solucién stock de biftalato de
potasio (CgHsKO,), se paso a un balén volumétrico de 50 mL y se aforo con agua
de mar natural. La solucién preparada presento una concentracion de 3 mg C/L
(punto de control). La solucion se preservo en un recipiente color ambar a 4 °C.

4.5.8 Preparacion blancos fortificados a un nivel de concentracion alta. Se
midio 1,4 mL de la solucion stock de biftalato de potasio (CgHsKO4), se pasé a un
balén volumétrico de 50 mL y se aforo con agua de mar sintética. La solucion
preparada presento una concentracion de 7 mg C/L (punto de control). La
solucién se preservo en un recipiente color &mbar a 4 °C.

4.5.9 Preparacion de agua de mar natural fortificadas a un nivel de
concentracion alto. Se midié 1,4 mL de la solucion stock de biftalato de potasio
(CgHs5KOy), se paso a un balon volumétrico de 50 mL y se aforo con agua de mar
natural. La solucién preparada presento una concentracion de 7 mg C/L (punto de
control). La solucién se preservo en un recipiente color ambar a 4 °C.
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4.5.10 Preparacion de la curva de calibracion para el analisis. Se preparo los
patrones de la curva de calibracion midiendo los volumenes de la solucion stock
de biftalato de potasio de concentracion de 250 mg/L indicados en la tabla 2. Se
llevd en todos los casos a un volumen final de 50 mL utilizando balon aforado y
agua de mar sintética.

En la calibracion de la curva fue necesaria la utilizacion de 9 muestras de agua de
mar sintética a diferentes niveles de concentracién como se reporta en la tabla 2.
Este proceso se realiz6 por triplicado para evidenciar la mejor curva de
calibracion, utilizando el método de regresion lineal por minimos cuadrados
(LMS).

Tabla 2. Niveles de concentracién de la curva.

Concentracién de patrén (mg/L) Volumen de solucion de 250 mg/L
0,25 0,05
0,5 0,1
1,0 0,2
1,5 0,3
2,0 0,4
3,0 0,6
5,0 1,0
7,0 1,4
9,0 1,8

ANALISIS ESTADISTICO

Los calculos de la validacion del método para la cuantificacion de Carbono
organico Disuelto (COD) se hicieron utilizando el programa Excel 2007 con
adicibn manual de las ecuaciones reportadas en el libro de Estadistica Y

Quimiometria Para Quimica Analitica De Miller. El andlisis estadistico se realiz6
para un nivel de confianza del 95%.

4.6 ANALISIS DE LA MUESTRA.

4.6.1 Pre-tratamiento de la muestra
- Permitir que las muestras alcancen temperatura ambiente.

- Ajustar a pH < 2 acidificando la muestra con acido sulfarico (H2SO,).
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4.6.2 Condiciones del equipo para el analisis. Las condiciones del analizador
para medir el carbono organico disuelto son las siguientes:

- Temperatura de combustion: 680°C

- Gas transportador: Oxigeno de alta pureza
- Velocidad de flujo del gas:150 mL/min

- Tiempo de aireacion de la muestra: 2,0 min
- NUmero minimo de inyecciones 3

- Numero maximo de inyecciones 5

- Numero de lavados: 2

- Desviacion estandar maxima: 0,1

- CV méaximo :2%

- Volumen de inyeccion: 100 uL

- Porcentaje de acido: 1.5%

- Dilucion (1/1) para cada andlisis.

La corrida del analisis comienzo con un blanco (agua de mar sintética) y un punto
medio de control de concentracion conocida (3 mgC/L) seguido de las muestras.
A continuacién se muestra el proceso de preparacion de las para cada analisis
mencionado anteriormente:

Se midi6 20 mL de agua de mar sintética, se transfirié a un vial de 24 mL, se
adiciono 1,5% de acido sulfarico 9N, se cubrié con septa, tapa de rosca y se
burbujeo durante 15 min.

Posteriormente se midié 20 mL de biftalato de potasio con concentracion de 3 mg
C/L (punto de control de concentracion media) y se transfirié a un vial de 24 mL,
se cubrié con septa y tapa de rosca.

Por dltimo se midi6 20 mL de muestra de agua de mar tratada (filtrada), se
transfirié a un vial de 24 mL, se cubri6é con septa y tapa de rosca y se analizé. Por
altimo el andlisis genero una sefal de area en unidades de milivotios (mV), que
por interpolacién de la recta de regresion lineal se determind a la concentracion
de COD.

Es de suma importancia analizar un blanco y un estandar de concentracion
conocida para evaluar el desempefio del instrumento durante el analisis.
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4.7 VALIDACION DE LA METODOLOGIA PARA CUANTIFICAR CARBONO
ORGANICO DISUELTO (COD) POR COMBUSTION CATALITICA CON
DETECCION MEDIANTE INFRARROJO NO DISPERSIVO (IRND).

Consideraciones a tener en cuenta para evaluar la precision y exactitud:

BCOF: Blanco fortificado

MNFAC: Muestra Natural fortificada a alta concentracion
BCOFBC: Blanco Fortificado a baja concentracion

MNFBC:  Muestra Natural fortificada a baja concentracion.
BCOFMC: Blanco Fortificado a media concentracion.

MNFMC: Muestra Natural fortificada a media concentracion.
BCOFAC: Blanco Fortificado a alta concentracion.

ADFMC:  Agua dulce o potable fortificada a media concentracion.
Al: Analista 1

A2: Analista 2

4.7.1 Precision. La repetibilidad se estudié preparando y analizando una muestra
de forma consecutiva 11 veces. La repetibilidad del método se evalu6 preparando
tres (3) muestras a niveles de concentraciones diferentes (baja, media y alta), las
cuales se analizaron independientemente desde la preparacion hasta el analisis
de los resultados en condiciones de repetibilidad, en otras palabras en las misma
condiciones de andlisis. La precision intermedia se evalu6 de igual manera que la
repetibilidad pero con la diferencia que este parametro se verifico durante un
periodo de tiempo (en tres fechas diferentes), mediante el célculo de del
coeficiente de variacion (CV) versus el criterio de aceptacion (CV< 2/3CVy) del
coeficiente variacion de Horwitz (CVy).

4.7.2 Exactitud. Mediante el método de adicion de patrén estandar, se evalud la
exactitud con tres (3) niveles de concentracion (baja, media y alta), realizando 11
determinaciones. Los resultados se expresaron en términos de veracidad como
porcentaje de recuperacion con respecto a la cantidad conocida del estandar
afnadido sobre la muestra.

Experimentalmente a tres muestra (3) de agua mar se fortificaron a tres (3)
niveles de concentracion: baja (0,5 mg/L), media (0,6 mg/L) y alta (1,4 mg/L) a
partir de una solucion stock de biftalato de potasio (CgHsKO,), todas las muestras
se llevaron a un volumen de 50 mL para posteriormente obtener las sefales tanto
de muestras con el estandar (fortificadas) como de las muestras sin estandar (sin
fortificar) y aplicar el calculo del porcentaje de recuperacion.
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4.7.3 Sensibilidad. Para determinar la sensibilidad se realizaron 3 curvas de
calibracion y se eligio la curva que presentaba el mejor coeficiente de correlacion,
(criterio de aceptacion r= 0,997) y la que tenia mayor pendiente por lo tanto mayor
sensibilidad.

4.7.4 Selectividad. Este parametro se evaluo al fortificar la muestra natural (agua
de mar) en un nivel medio de concentracidon de la curva la cual fue de 3 mgC/L y
posteriormente se calculé el porcentaje de recuperacion, para evidenciar la
presencia de interferentes.

4.7.5 Robustez. La robustez del método analitico se establecié analizando dos (2)
muestras fortificadas: agua de mar y agua potable (MNFMC y ADFMC) a un nivel
de concentracion medio (3 mgC/L), teniendo en cuenta como factor de robustez la
variacion de la salinidad.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 VALIDACION DE LA METODOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION DE
COD EN AGUAS MARINAS POR COMBUSTION CATALITICA MEDIANTE
INFRARROJO NO DISPERSIVO (IRND).

5.1.1 Linealidad. Para comprobar o evaluar la relacion lineal entre la sefial (Area,
mV) y la concentracion se determiné la ecuacién de regresion lineal y se calculo:
la pendiente, el intercepto, el coeficiente de correlacion (r), y el coeficiente de
determinacién (r?), de la linea de regresi6én o curva de calibracién ajustada
mediante el método de los minimos cuadrados, teniendo como criterio de
aceptacion coeficientes de correlacion mayor o igual a 0,997 (r = 0,997) o de
deltfzrminacién mayor o igual a 0,995 (r? = 0,995) como se muestra en la (tabla
3)".

Tabla 3. Datos curva de calibracion.

Patréon (mg/L) Area. Corregida Area
0,25 0,8 1,80
0,50 1,6 2,47
1,00 3,4 4,23
1,50 52 6,03
2,00 6,8 7,69
3,00 10,4 11,3
5,00 17,6 18,5
7,00 24,5 25,4
9,00 32,4 33,2
Blanco 0,8823
Ecuacion de Regresion Intervalo de Confianza
Lineal
Pendiente Intercepto
Curva: 3,5850x + 0,6246 3,5850 + 0,0643 0,6246+ 0,2806
Errores S yix Sy S, Meo
Recta de regresion 0,2022 0,0231 0,1009 0,0624
. Calculado Criterio de Aceptabilidad
Coeficiente =
Caorrelacion (r) 0,9998 lea 2 0,997
Determinacion () 0,9997 Peal = 0,995

Fuente: Autor
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Se obtuvo como primera medida de verificacion de la linealidad un coeficiente de
correlacion de r = 0,9998, y un coeficiente de determinacién de r®> = 0,9997;
cumpliéndose asi el criterio de aceptacion cualitativo de verificacion de linealidad.

Como segunda medida para la verificacion de linealidad fue necesario determinar
los errores aleatorios (error de la concentracion X, error de la sefal instrumental
(S yw) 0 error en la direccion Y, error de la pendiente (Sp) y error del intercepto
(Sa))- En latabla 4 y 5 se muestra los datos del analisis de residuos tanto del eje Y
como del eje X procedentes de la curva de calibracion, con estos datos se calculd
los errores aleatorios mencionados anteriormente, teniendo en consideracion las

ecuaciones 4, 14 y 15.

Tabla 4. Analisis de residuos de la recta de regresion lineal.

No. Xi Yi Xi - <x>

1 0,2500 1,6990 -3,0000

2 0,5000 2,4690 -2,7500

3 1,0000 4,2330 -2,2500

4 1,5000 6,0340 -1,7500

5 2,0000 7,6870 -1,2500

6 3,0000 11,2600 -0,2500

7 5,0000 18,4700 1,7500

8 7,0000 25,4000 3,7500

9 9,0000 33,2300 5,7500

Suma 29,2500 110,482 0,0000

Promedio 3,2500 12,2758 0,0000

(Xi- (i - - [ (Xie<xo)(Vi- 7 Rz (vi- i

<x>)’ <y>) <y>)? <y>) calculada | calculada)® Xi? Ycalc) | Ycalc)®
9,0000 |-10,5768 | 111,8682 31,7303 1,5208 2,3130 0,0625 0,1782 0,0317
7,5625 -9,8068 96,1729 26,9686 2,4171 5,8423 0,2500 0,0519 0,0027
5,0625 -8,0428 64,6863 18,0963 4,2096 17,7206 1,0000 0,0234 0,0005
3,0625 -6,2418 38,9598 10,9231 6,0021 36,0248 2,2500 0,0319 0,0010
1,5625 -4,5888 21,0569 5,7360 7,7946 60,7551 4,0000 -0,1076 0,0116
0,0625 -1,0158 1,0318 0,2539 11,3795 129,4938 9,0000 -0,1195 0,0143
3,0625 6,1942 38,3684 10,8399 18,5495 344,0835 25,0000 | -0,0795 0,0063
14,0625 | 13,1242 | 172,2452 49,2158 25,7194 661,4897 49,0000 | -0,3194 0,1020
33,0625 | 20,9542 | 439,0794 120,4868 32,8894 1081,7124 81,0000 0,3406 0,1160
76,5000 | 0,0000 | 983,4689 274,2508 110,4820 2339,4351 171,5625 | 0,5349 0,2862
8,5000 0,0000 109,2743 30,4723 12,2758 259,9372 19,0625 0,1783 0,0318
8,7464 0,0000 31,3603 16,5605 10,5110 48,3677 13,0982 0,7314 0,5350
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Tabla 5. Parametros asociados a la evaluacién de la linealidad de la curva.

Parametros Estimacion del error aleatorio
Syix 0,2022
S, 0,0231
S, 0,1009
Heo 0,0624
t*Sp 0,0643
t*Sa 0,2806
Test de Linealidad
Criterio de aceptabilidad
_ >
t = |r|j@ Ec 16 155,1>2,78

Como tercera y ultima medida de verificacion de la linealidad se realizé un test
lineal (prueba t-student), teniendo en cuenta como hipaétesis nula (H, = correlacion
igual a cero); para este caso el t calculado (t.y) sea mayor que él t tabulado (tiap n-
2), la hipotesis se rechaza y se confirma que existe una buena correlacion lineal.
De esta forma se calcula un valor de t-calculado (ecuacion 16) con n-2 grados de
libertad (v) ( es necesario realizar el calculo de la prueba t- student para n-2
grados de libertad porque una linea recta se forma como minimo a partir de 2
puntos ), siendo n los niveles de la curva de calibracion, este t-calculado es
comparado con el valor t- tabulado para un nivel de confianza requerido (a =
0,05), donde este alfa es la probabilidad maxima del 5% de cometer un error
aleatorio en una distribucién normal con nivel de confianza del 95%*.

Con lo anterior se determin6 que el t calculado (t.y) fue mayor (tabla 5) que el t-
tabulado (tp) para la curva de calibracion (tap =2,78) < tea =155,1), estos
resultados obtenidos indican que el modelo ajustado es capaz de explicar la
respuesta instrumental (Area, mV) a partir del uso de la variable concentracion.
De manera que, en el intervalo de concentracion comprendido entre 0,25 a 9
mgC/L satisfacen las condiciones de linealidad del método analitico, adoptando
como hipétesis nula: “no existe diferencia significativa entre el intercepto y cero”.
Finalmente se obtuvo una recta de regresion lineal (figura 8), con la cual se
estimo la concentracion de las muestras de ensayo por interpolacién, asi como
también se utilizé para estimar la concentracion de los limites de deteccion y
cuantificacion.

41 \uPac. (2002) Validacién por un solo laboratorio, examen de las directrices armonizadas para la
validacion de métodos de andlisis. Budapest -Hungria, Noviembre.
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Figura 7. Curva de Calibracion.

35,0
30,0 y = 3,5850x + 0,6246
25,0 R?=0,9997 ¢
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Concentraciéon (mgC/L)

&

Area -mV
)]
A

AV}
Y]

5.1.2 Limites de Deteccion y Cuantificacion. Para el analisis del limite de
deteccion y del limite de cuantificacion se prepararon once (11) réplicas de
blancos (agua de mar sintética) determinacion que fue realizada por dos analistas
(Tabla 6); cuya sefal medida obtenida (Smuestras) S€ Convierte en concentracion
por medio de la ecuacion de recta de regresion lineal de la curva de calibracion (y
= 3,5850x + 0,6246) y la desviacion estandar de la sefial o respuesta instrumental,
se determind de esta forma un limite de deteccion de 0,06 mgC/L y de 0,08
mgC/L para el limite de cuantificacion.

Tabla 6. Sefial de blancos de ensayo.

e ASleﬁal (Area mV/Z\2

1 0,8080 0,8013
2 0,7978 0,8093
3 0,8041 0,8068
4 0,8023 0,8343
5 0,8123 0,7850
6 0,7956 0,8079
7 0,8230 0,8270
8 0,8180 0,8004
9 0,8050 0,8010
10 0,8123 0,8011
11 0,8134 0,8220

Promedio Global 0,8085

Desvest Global 0,0113

Prom +3*Desvest 0,8335

Prom +10*Desvest 0,8923

m Prom +3+Desvest—Intercepto(a .z
LD (Tg) = Pendionte(®) 0@  Ecyacion. 17 0,06
m Prom +10+Desvest—Intercepto(a .z
LC (Tg) - Pendiente(b) Pl Ecuacion. 18 0,08
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5.1.3 Sensibilidad. La sensibilidad de la técnica de andlisis, corresponde a la
pendiente de la curva de calibracion: y = 3,5850x + 0,6246, donde se
relaciona que una variacion de concentracion de una unidad (1 mgC/L) origina
un cambio en la sefal o respuesta instrumental de 3,6 unidades de mV/ppm.
Sensibilidad adecuada para el anlisis de COD en aguas marinas™.

5.1.4 Precision. Con respecto a la precision del método analitico se evaluo
estimando la repetibilidad, la reproducibilidad entre analistas y reproducibilidad
inter dia (precision intermedia). Para realizar los ensayos de repetibilidad se
fortificaron muestra natural (agua de mar) y blancos (agua de mar sintética) a
diferentes niveles de concentracion (bajo, medio y alto).

La precision a nivel de repetibilidad (tabla 7) para el método analitico se determiné
realizando un total de once (11) analisis independientes de tres réplicas de
soluciones preparadas de concentracion 0,5; 3 y 7 mgC/L en muestra natural
(agua de mar) y blancos (agua de mar sintética). Estas soluciones se inyectaron
en un analizador de carbono organico Shimadzu COT-L CPH/CPN vy el
procedimiento se repitié tres veces en el mismo dia por el mismo analista, en el
mismo laboratorio, es decir, en condiciones de repetibilidad.

Tabla 7. Determinacion de la precision en condiciones de repetibilidad

Analista | Identificacién Conc. S %CV | %CVy/2 Criterio de
(mg/L) Aceptacion
BCOFBC 05 0,006 | 1,29 8,9
MNFBC ' 0,014 | 0,84 7.4
1 BCOFMC 30 0,016 | 0,86 6,8
MNFMC ' 0,035 | 1,45 6,5
BCOFAC 0,048 | 0,72 6,0 Para todos los casos
MNFAC 70 0064 082 | 59 se cumple que:
BCOFBC 05 0,010 | 2,13 8,9 CV < CV.2
MNFBC ' 0,007 | 0,41 7,4 H
> BCOFMC 30 0,025 | 0,86 6,8
MNFMC ' 0,005 | 0,13 6,5
BCOFAC 70 0,031 | 0,46 6,0
MNFAC ' 0,004 | 0,05 59

Fuente: Autor.

2 Garfield, F.M. 1991. Quality Assurance Principies for Analytical Laboratories. AOAC International.
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Con los resultados obtenidos en la tabla 7 se aplicé el criterio de Horwitz
(ecuacion 19), donde dice que la precisiébn del método analitico se considera
aceptable cuando el coeficiente de variacion calculado de la repetibilidad (CV) es
menor al coeficiente de variacion de Horwitz (CVy) dividido entre dos (2). Los
resultados obtenidos y relacionados en la tabla anterior, muestran que para todos
los casos: blancos (agua de mar sintética) y muestra natural (agua de mar)
fortificados tanto a baja, media y alta concentracion cumple el criterio de
aceptacion (CV < CVy/2); lo que permite concluir que el método es repetible bajo
las condiciones de trabajo.

CV,, =(2/3)*2¢0%°%)6 CV,, =(2/3)*2C"***° Ecuacion 19

Para evaluar la precision en términos de reproducibilidad, se realiz6 una prueba
de student entre analistas (comparacion de medias) para los tres (03) niveles de
concentracion (tabla 8), tomando como hipoétesis nula (Ho = no existe diferencia
significativa entre medidas). Aceptando la hipétesis nula si el teaculado < ttabulado:
Suponiendo igualdad de varianza entre medidas a un nivel de confianza del 95%.
Para calcular tcacuiado S€ ULtilizO la ecuacion 20, el valor de tiapuiado COrresponde al
valor de t con (n1+n,-2) grados de libertad a un nivel de confianza del 95% (se
debe utilizar el analisis para n;+n,-2 grados de libertad debido a que se realiz6
una comparacion de la precision entre dos (2) analistas).

De acuerdo con los resultados obtenidos permite corroborar que el método es
reproducible.

t =

Xi1— X2
s*\/i+i Ecuacion 20

n, n;
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Tabla 8. Precision en condiciones de reproducibilidad con blancos
fortificados.

Ensayo [BCOFBCA1] | [BCOFBCAZ2?] [BCOFMCA1] [BCOEMCAZ?] [BCOFACAI1] [BCOFACAZ?]

1 0,49 0,48 2,93 2,93 6,68 6,67

2 0,48 0,49 2,94 2,90 6,70 6,67

3 0,48 0,49 2,92 2,90 6,66 6,62

4 0,50 0,47 2,91 2,89 6,71 6,63

5 0,48 0,47 2,94 2,88 6,56 6,63

6 0,49 0,49 2,93 2,96 6,71 6,63

7 0,49 0,50 2,92 2,95 6,62 6,60

8 0,49 0,48 2,93 2,90 6,63 6,62

9 0,49 0,47 2,89 2,91 6,62 6,63

10 0,48 0,50 2,93 2,90 6,62 6,64

11 0,48 0,48 2,90 2,92 6,62 6,56

Promedio 0,49 0,48 2,92 2,91 6,65 6,63
Desviacion

estandar 0,006 0,010 0,016 0,025 0,048 0,031

Para obtener los resultados de t-cacuiado Feportados en la tabla 9 se agruparon las
muestras de la siguiente manera: BCOFBCAl- BCOFBCA2, BCOFMCA1-
BCOFMCA2 y BCOFACA1- BCOFACA2

Tabla 9. Pruebat de 2-colas para blancos fortificados.

Precisién en condiciones de Reproducibilidad - Analistas

Nivel de concentraciéon tcalculado o .
(mg/L) BCOFE AL-A2 Criterio de Aceptabilidad
BC=0,5 1,25
MC= 310 1110 tcalculado < ttabulado (2:086)
AC=7,0 1,33

Fuente: Autor.

Tabla 10. Precisién en condiciones de reproducibilidad con muestra natural
fortificada.

Ensayo [MNEBCA1] | [MNEBCA2] | [MNEMCA1] | [MNEMCAZ2] | [MNFACA1] | [MNFACAZ?]
1 1,65 1,62 3,98 4,02 7,86 7,76
2 1,63 1,62 3,99 4,03 7,83 7,76
3 1,65 1,64 4,03 4,03 7,72 7,76
4 1,64 1,63 4,06 4,04 7,75 7,77
5 1,65 1,64 4,03 4,03 7,77 7,76
6 1,62 1,63 4,07 4,04 7,74 7,76
7 1,66 1,64 4,08 4,03 7,63 7,76
8 1,63 1,63 4,07 4,03 7,77 7,77
9 1,62 1,64 4,03 4,03 7,81 7,76
10 1,63 1,64 4,03 4,03 7,78 7,76
11 1,63 1,63 4,00 4,04 7,83 7,76
Promedio 1,64 1,63 4,04 4,03 7,77 7,76
Desviacién
estandar 0,014 0,01 0,03 0,005 0,06 0,004
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Para obtener los resultados de t-caiculado (ECuacion 20) reportados en la tabla 11 se
agruparon las muestras de la siguiente manera: MNFBCAl- MNFBCAZ2,
MNFMCA1- MNFMCA2 y MNFACA1- MNFACA2

Tabla 11. Pruebat de 2-colas para muestra natural fortificada.

Precisién en condiciones de Reproducibilidad - Analistas

i 0 T tﬁ Criterio de Aceptabilidad
BC =05 1,08
MC= 3:0 0!41 tealculado < ltabulado (2:086)
AC=70 0,46

Fuente: Autor.

Los resultados obtenidos en la tabla 9 y 11, evalGan la precision en términos de
reproducibilidad, usando como criterio de andlisis estadistico la prueba t-student
de dos (2) colas (comparacion de dos (2) medias). Con estos resultados
obtenidos se llega a la conclusion que en ambos casos (muestra natural y
blancos) se obtuvo un teacuado MeNOr al tiapuiado- POr lo tanto se cumple la hipotesis
nula “no existe diferencia significativa”.

Con respecto a la precision intermedia se evalué de manera similar al estudio de
repetibilidad durante fechas de andlisis diferentes. Obteniendo los siguientes
resultados reportados en la tabla 12.

Tabla 12. Determinacién de la precisiéon en condiciones de precision
intermedia

Ensayo Fecha [BCOFBC] [BCOFMC] [BCOFAC]
1 2015-03-11 0,49 2,92 6,67
2 0,47 2,94 6,70
3 0,48 2,92 6,66 Criterio de
4 2015-04-09 0,49 2,91 6,71 Aceptabilidad
5
0,52 2,97 6,67 Se cumple
6 0,53 2,97 6,69 que:
7 2015-04-22 0,52 293 6.67 CV < 2*CVy/3
8 0,51 2,97 6,68
9 0,50 3,26 7,23
Promedio 0,50 3,04 6,87
Desviacién
estandar 0.02 0,15 0,03
%CV 3,76 5,03 3,96
%2*CVn/3 33,5 25,6 22,5

Fuente: Autor.
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De forma similar que para repetibilidad, en el caso de reproducibilidad en términos
de precision intermedia también se determind el coeficiente de variacién de
Horwitz para establecer la desviacion de las mediciones. El método se considera
reproducible cuando el coeficiente de variacion es menor a dos tercios del
coeficiente de variacién de Horwitz CV4'’. En este aspecto se trataron los
resultados obtenidos en tres fechas diferentes (2015-03-11, 2015-04-09 y 2015-
04-22), en tres sets con puntos de control de baja, media y alta concentracion,
utilizando como muestra de analisis blancos fortificados en dichos niveles.

De acuerdo a los datos obtenidos se concluye el cumplimiento del criterio de
aceptacion (CV < 2*CVy/3) por lo tanto el método es reproducible bajo las
condiciones de trabajo

5.1.5 Exactitud. En la tabla 13 se indica porcentajes de recuperacion medios para
cada nivel de concentracién adicionado, obteniéndose los siguientes intervalos:
entre 95,4 y 97,4% para las matrices fortificadas a baja concentracion (0,5
mgC/L), para las matrices fortificadas a media concentracion (3,0 mgC/L) entre el
95,9% y 97,3%, por ultimo para las matrices fortificadas a alta concentracion (7,0
mgC/L) entre el 93,5% y 95,0%. Ademas se cumple que el porcentaje de error
relativo es menor del 10%, valor requerido para considerar un método como veraz
(exacto).

Tabla 13. Determinacién de la exactitud por medio del porcentaje de
recuperacion

Analista Identificacion %R % Error Criterio(s) de
Relativo Aceptabilidad
Min. | Max. | Prom.

BCOFBC 95,6 | 99,0 97,4 2,60

MNFBC 93,7 | 99,3 97,3 2,62

1 BCOFMC 96,2 | 98,1 97,3 4,96
MNFEMC 94,1 | 974 95,8 2,72 70= %R <110

BCOFAC 93,8 | 95,9 95,0 4,15

MNFAC 93,1 | 93,9 93,5 5,10

BCOFBC 93,2 | 99,5 96,5 3,49

MNFBC 92,8 | 96,7 95,4 2,95

2 BCOFMC 96,1 | 98,6 97,0 5,33
MNFMC 95,6 | 96,1 95,9 4,55 70= %R <110

BCOFAC 93,7 | 953 94,7 4,12

MNFAC 94,3 | 94,5 94,4 5,60

Fuente: Autor.
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5.2 INCERTIDUMBRE

5.2.1 Estimacién de la Incertidumbre

5.2.1.2 Determinacion del mesurando. Cada resultado analitico es una
combinacion de resultados de mediciones intermedias, como pesadas, lecturas
instrumentales y de volimenes. La relacién entre estos parametros y el valor de
un mensurando puede ser simple o complejo. Un ejemplo de una relacion simple
es la determinacion de la concentracidon (c) a partir de la masa (m) presente y el
volumen (v) en condiciones estandar de temperatura y presion®:.

Por ejemplo ¢ = m/v

Por otra parte como primera medida para estimar la incertidumbre es la completa
definicion del mensurando a determinar, en éste caso COD en (mg/L). Para ello, se
realiza una curva de calibracion, que se ajusta por minimos cuadrados, y se calcula
la concentracion de la solucion leida mediante la ecuacion de la curva.

5.2.1.3 Analisis de las Variables Involucradas. Una vez se tenga todas las
causas de incertidumbre de la metodologia, en principio, sus efectos sobre el
resultado pueden ser representados mediante un modelo de medicién formal, en
el cual cada efecto es asociado con un parametro o variable en una ecuacion. La
ecuacion toma la forma de un modelo completo del proceso de medicién en
términos de todos los factores individuales que afectan al resultado.

Con lo anterior queda claro la naturaleza multiplicativa que poseen algunos de
estos componentes de incertidumbre, se ha propuesto el siguiente modelo para el
calculo de la concentracién del COD (mg/L) el cual se especifica de la siguiente
manera:

— * * * *
C= C0 fcurva fvolmuestra frepetibili dad fequipo Ecuacion 21

3 Hernandez Revilla Marta. Validacién de Métodos de Ensayo y Estimacion de La Incertidumbre
de Medida Conforme a la Norma ISO/IEC 17025 [tesis].
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En la ecuacién 22 se muestra el calculo de la incertidumbre de cada uno de los
factores que afectan la medicion (es decir, la incertidumbre debida a la curva de
calibraciéon, incertidumbre del volumen de la muestra, incertidumbre de la
repetibilidad e incertidumbre del equipo); y por altimo el célculo de la incertidumbre
expandida.

2 2 2 2 L
uc = \/ucurva + Uyoimuestra  + urepetibili dad T uequipo Ecuacion 22

Finalmente la Incertidumbre expandida con un factor de cobertura (k = 2) para un
nivel del 95% de confianza esta dada por la siguiente ecuacion:

U =k*uc Ecuacion 23

5.2.1.4. Incertidumbre de la Medicion. La recta de regresion calculada
anteriormente se utilizé para estimar por interpolacién la concentracion de COD
(mg/L) en agua de mar. Razén por la cual fue importante considerar las fuentes de
incertidumbre correspondientes tanto de la curva de calibracién del equipo como de
su respectiva regresion®; en este aspecto se evallia dicho efecto de la siguiente
manera:

Se considera la incertidumbre debida al ajuste por minimos cuadrados del sistema,
la cual se calcula de acuerdo a las ecuaciones 24 y 25

1/2 /2

A 1
Sy/x| 1.1, (oY) y 1 20.-y) 3
Yoo = Tﬁbi(x_x—) Ecuacion24 Sy == 75| Ecuaci6n 25

Doénde: y, es el valor experimental de y a partir del cual se determina el valor de la
concentracion X, 0 Co. Sxo €s la desviacion estandar estimada de Xo; Syx es el
estadistico que estima los errores aleatorios en la direccién y; b es pendiente de
la gréafica de calibrado, y es la sefial analitica (A = Area); x es la concentracion
(C); m es el niumero de réplicas o lecturas; n es el niumero de puntos de la curva
de calibracién; ¢ son los valores sobre la recta de regresion calculada
correspondientes a los valores individuales de X, es decir los valores de y
ajustados. A continuacion se muestra en la (tabla 14) los resultados obtenidos:

*“ibid.
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Tabla 14. Incertidumbre de la curva de calibracién

Puntos de la curva Senal (area, Incertidumbre de ajuste lineal
mV) (Uco) ma/L
Baja concentracion 2,469 0,062
Media concentracion 11,260 0,063
Alta concentracion 25,400 0,066

Fuente: Autor.

5.2.1.5 Incertidumbre del estandar. En la ecuacion 26 se estima la incertidumbre
referente al material de referencia certificado y a las diluciones necesarias para
obtener los diversos puntos de la misma. El estandar de biftalato de potasio
presento una pureza del 99,3%, con una incertidumbre expandida de = 0,4 a un
nivel de confianza del 95%, y un factor de cobertura de K = 2, lo que implica una
Incertidumbre estandar con distribucion normal (campana de Gauss).

0,4
Uestandar = o =0,2 Ecuacion 26

5.2.1.6 Incertidumbre en la preparacion del estandar. La preparacion del
estandar genera una incertidumbre, razén por la cual se deben incluir factores como:
tolerancia, repetibilidad, temperatura y balanza. Tener en cuenta el siguiente orden
de calculo:

5.2.1.6.1 Incertidumbre del volumen. El volumen de la soluciéon contenida en el
matraz volumétrico esta sujeto a tres principales fuentes de incertidumbre: La
incertidumbre en el volumen interno del matraz, variacion en el llenado del matraz
a la marca (repetibilidad) e Incertidumbre de la tolerancia.

2 2 2 2 .,
uVolumen = \/(U rep) + (uV—ToIerancia ) + (COf Sen * themp—ZO"C ) + (U b) Ecuacion 27

Incertidumbres estandar asociadas al volumen (balén de 100 mL). A continuacion se
muestra el procedimiento para la estimacion de las incertidumbres estandar
(Ecuacion 27):

5.2.1.6.2 Incertidumbre de la repetibilidad. La incertidumbre estandar
proveniente de efectos aleatorios, tipicamente es medida a partir de experimentos
de repetibilidad y es cuantificada en términos de desviacion estandar de los
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valores medidos. En la practica, normalmente necesitan considerarse no mas de
12 réplicas, al menos para tener una precision alta.

La Incertidumbre asociada a la repetibilidad se calcula con base a la desviacion
estandar debida a la medida del volumen, para lo cual se realizaron 12

zgediciones, bajo unas condiciones de temperatura de 25,0°C y 53% de humedad

S
Uy rep = ﬁ Ecuacion 28

Dénde: S = Desviacion Estandar; n= Numero de experimentos

~ 0,00013
uVfrep - W

=3,71x10">mL

5.2.1.6.3 Incertidumbre de la tolerancia. De acuerdo a la tolerancia del balén
volumétrico especificada por el fabricante; para calcular este componente de
incertidumbre se asume una incertidumbre tipo B con distribucién rectangular®®; Por
lo tanto:

. Tolerancia— Material e i6n 29
) L cuacion
vToleraneia - pyistribucion — rectan gular

Incertidumbre de la tolerancia para el bal6n volumétrico de 100 mL:

01
Uy _torerancia= ﬁ

5.2.1.6.4. Incertidumbre del volumen de muestra asociada a la variacién de
temperatura. En el laboratorio, es razonable asumir que la temperatura no difiere

de 20 °C en mas de cinco grados Celsius, y a su vez equivale a la diferencia (At)
entre el valor de la temperatura del momento de la verificacion del material
volumétrico y la temperatura estandar de 20 °C. Variacion de la temperatura

=5,77x10 2 mL

> Asociacion Espafiola de farmacéuticos de la industria (AEFI), Op. Cit, p 70-71

International Organization for Standardization, International Electrotechnical Commission,
International Organization of Legal Metrology, International Bureau of Weights and Measures.
Guide to the expression of uncertainty in measurement. Geneva: ISO, 1993.
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cuando se realiz6 la verificacion del material volumétrico (t = 25,0 °C). También se
conoce que el agua tiene un coeficiente de dilatacién térmica de 2,1x10™°C*,
combinando cada uno de estos componentes asociados con la variacion de
volumen y considerando una incertidumbre tipo B con una distribucion rectangular
se tiene:

R P a e

4 - A= pL _ (Vol*y*aY Ecuacion 30
V -temp-20°C \/g \/g
* 4, % * *
Hy e 200 = (Vol *y * At) _ (100 *0,00021 *5,0) — 6.06x10-°mL

V3 NE

W2 y W1 = son respectivamente los valores de las pesadas del balon volumétrico
cuando se encuentran vacio y lleno, equivalente a la masa de agua pesada
correspondiente al volumen medido.

pL = Densidad del aire.

pG = Densidad en g/mL del patrén utilizado para calibrar la balanza (oG = 8 g/cm®)
pw = Densidad del agua en g/cm?®

Y

At

Temperatura de referencia correspondiente a 20°C.

Coeficiente de dilatacién térmica del agua °C™

Diferencia de temperatura entre Temperatura del liquido de prueba y la

5.2.1.6.5. Incertidumbre estdndar asociada a la balanza. Incertidumbre
asociada con la balanza debida a la masa de agua pesada (up); se calcula de
acuerdo a la funcion de incertidumbre declarada en el (certificado de calibracion
88514 de 2014-06-21; de la balanza AB204S) la cual se rige por medio de la
ecuacion 31.

B « .
Ub = (U, +bmvvi) factorcorrecion) / 2 Ecuacion 31

Donde:

Incertidumbre Carga Cero = U, = 9,50x10°°
Pendiente de la funcién = b = 8,7x10”’
Pesaje (g) = mw; = 99,4587
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paire

Factordecorreccion = ( *A+p . ) ( ) =1,000504mL/ g Ecuacion 32

Aire
PH20 ppatrc’)ncalbalanza

VolumencorregidO: mLeido *(1/ pAgua *(1+ (pAire /pAgua ) - (pAire /ppatréncali brarbalanz a)) Ecuacion 33

Donde:

Pagua= Densidad del agua.

paire= Densidad del aire.

Pparen= Densidad del patron para calibrar la balanza.

7 5

Ub =(9,50x10 S, 8,7x10 ' *99,4587)g/2 = (1,82x10 4 g *1,00504ml/g)/2 =9,12x10 “mL

En resumen en la Tabla 15 se muestra los valores de la incertidumbre para cada
uno de los factores que aportan al volumen de 100 mL.

Tabla 15. Incertidumbre debida al bal6n de 100 mL

Tipo-Distribucion Incertidumbre
Tolerancia B, Rectangular 5,77E-02
Repetibilidad A, 12 Normal 3,71E-05
Balanza A, 12 Normal 9,12E-05
Temperatura B, Rectangular 6,06-02

Fuente: Autor.

Por lo tanto la incertidumbre asociado con la medida de volumen se calcula
resolviendo la ecuacion 27:

Uparonom. = \/(3,71x10‘5)2 +(5,77x10%)% +(2,1x10 72 *6,06x10?)* +(9,12x10"°)?
=577x10°mL

Po otra parte la incertidumbre asociada al volumen correspondiente al balén de 50
mL se realiz6 de forma analoga al calculo de incertidumbre asociada al balon de
100 mL. Como se muestra en la tabla 16.
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Tabla 16. Incertidumbre debida a los elementos usados en las diluciones.

. o Balones (mL)
Tipo, Distribucion 50 100
Tolerancia B, Triangular 3,46E-02 5,77E-02
Repetibilidad A, 12 Normal 3,14E-05 3,71E-05
Pesaje (Balanza) A, 12 Normal 6,95E-05 9,12E-05
Temperatura B, Triangular 5,25E-02 6,06E-02
VY (u)? 3,46E-02 5,77E-02

Fuente: Autor.

5.3 INCERTIDUMBRE ASOCIADA A LA PREPARACION DE 100 mL DE
SOLUCION STOCK DE 250 mgC/L.

Se tiene un volumen final y un peso de biftalato de potasio, con todos sus
respectivos valores de incertidumbre (Volumen, pesaje y pureza) que en conjunto
forman la incertidumbre en la preparacion del estandar de 250 mg/L, la cual se
muestra a continuacion:

mg

Ecuacion 34

ppm= pureza*
L
Donde:
W= Peso

V.= Volumen

2 2 2
g u .
U zsamg/1) = CONCENtradén* peso | | Faoo || Heurena | Ecyacion 35
peso Vioo P

pureza

5.4.1 Incertidumbre asociada al pesaje del estandar de 250 mgC/L

Incertidumbre asociada con la balanza debida a la masa del estandar pesada ();
se calcula segun la ecuacion 31:

U, = (@50x0° S 187x107 | *0,0528)g /2 = (9,50x10 > g *1,00504ml/ g)/ 2 = 4,77x10 > mL

67



2 2 2

477E™) (577E7 0,2 0

u =250*_[| = +] = +| == =572
(@somart) \/[ 0,0528 ] ( 100 J [99,3)

5.5 PREPARACION DE 50 mL DE SOLUCION CON CONCENTRACION (0,5, 3,0
y 7,0 mgC/L).

A continuacién se muestra el célculo de las incertidumbres individuales debidas a la
preparacion de los puntos de baja, media y alta concentracion utilizados para
evaluar exactitud y precision.

La Incertidumbre derivada de la dilucion es:
2 2 2 2
u, = [@) + (@J + {@j o | Hreanster | Ecyacion 36
VlOO 250 VSO VTransfer

2 2
UL = Concentradon*\/[”Lfem] +(¢J Ecuacion 37

Dilucién

pureza

Incertidumbre generada por el patron de 0,5 mgC/L

577E -02)° (572E°') (346 ) (186E )
Ugo.5mg/L = ( ’ ] +| = +| = i =188E
: 100 250 50 01

2 2
0,2 1,88E
u =05* || —=——| +| = =101E™®
(©smarty \/(99,3) ( 50000 J

Incertidumbre generada por el patron de 3,0 mgC/L

577 -02)° (572" (346E 2\ (132 )
Ug_3.0mgrt = ’ + = + = +| = =2,65E
100 250 50 05

2 2
0,2 2,65E 2
u =30% | 2= | +| = =6,04E
(3.omart) \/(99,3) ( 10000 )
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Incertidumbre generada por el patron de 7,0 mgC/L

577E -02)° (572E°)° (346E 2\ (103E %)’
Ug_7 omgrL = ( ’ ] +| = +| = +| = =229
100 250 50 15

2 2
0,2 2.29F 03
u —70% || =25 4+ 2 —1,40E°?
(7.0mg/L) \/(99,3) ( 3333 j

5.6 INCERTIDUMBRE ESTANDAR DE LA CURVA DE CALIBRACION.

Para determinar la incertidumbre de la curva de calibracion es necesario recurrir a la
ecuacion 38 debido a que el analizador de carbono prepara automaticamente la
curva de calibracion.

2 2
Ueo = Co * || Hco +(@j + ’u’epet'b'uad +( reso'uc'onj Ecuacion 38
G, 250
2 -01
Uy =05 0,06210 N 572E N 160E~2
' 0,5 250 0,5

2 -01
U, =30 0,06210 N 5712E N 6,46E° 577E™ _631E
’ 3,0 250 3,0 11,260
0, :710*\/(0,06210) +(5,72E‘°1J +[144E‘°2] {5 77E‘°5) _ 6,60E~
: 7,0 250 7,0 25,400

5.7 INCERTIDUMBRE ESTANDAR DEL ANALIZADOR DE CARBONO
ORGANICO (SHIMADZU COT-L).

(5 T7E®

=6,24E "
2,4690

Se determind por medio de la resolucion del instrumento, se considera la
incertidumbre de tipo B rectangular:

Ua = 0,0001/N3 = 5,77E-05 Ecuacion 39
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5.8 INCERTIDUMBRE ESTANDAR COMBINADA.

A continuacion se tienen que cuantificar los componentes de incertidumbre
identificados valorando cuales de estos componentes son significativos y pueden
ser estimados de forma conjunta, y por ultimo esta el célculo de la incertidumbre
combinada total teniendo en cuenta las relaciones establecidas por el modelo de
funcion especificado de la magnitud objeto de medicién.

Utilizando las respectivas incertidumbres estandar calculadas, de acuerdo a la
ecuacion 22 e involucrando la incertidumbre asociada con el Instrumento de
medicion se tiene la incertidumbre combinada total; presentada en la tabla 17
para un nivel de baja, media y alta concentracion respectivamente.

Tabla 17. Incertidumbre combinada total

Baja Media Alta
Repetibilidad 1,60E-03 6,46E-03 1,44E-02
Equipo 5,77E-05 5,77E-05 5,77E-05
Volumen muestra 3,46E-02 3,46E-02 3,46E-02
Curva de calibracion 6,24E-02 6,24E-02 6,24E-02
VY (mi)2 6,24E-02 6,31E-02 6,60E-02

Fuente: Autor.

Para evaluar la Incertidumbre expandida se utilizé un factor de cobertura (k = 2)

para un nivel del 95% de confianza est4 dada por la siguiente ecuacion:

Uso = 2 % 0,0624 = 0,1248
Uso = 2% 0,0631 = 0,1262
U, =2 %0,0660 = 0,1320
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5.9 ROBUSTEZ.

La robustez del método analitico se establecié analizando dos (2) muestras
fortificadas a un nivel de concentracion medio (3 mgC/L), teniendo en cuenta
como variacion de las condiciones del método la salinidad (MNFMC y ADFMC).
Los resultados obtenidos (tabla 18) se evaluaron por medio del analisis
estadistico t-student; teniendo como criterio de aceptacién una hipotesis nula
(tcalculado < t-tabulado) Suponiendo igualdad de varianza entre medidas a un
nivel de confianza del 95 %.

Tabla 18. Determinacién de la robustez.

Ensayo [ADEMC] [BCOFMC]
1 2,86 2,84
2 2,85 2,83
3 2,85 2,85 Criterio de Aceptabilidad
Promedio 2,85 2,84
Desviacién Estandar 0,004 0,010 tealcuiado < (ttabuiado = 2,086)
Ccv 1,76 2,03
t-calculado (2-colas) 0,38

Fuente: Autor.

Con los resultados obtenidos en la tabla 18 se aplico el criterio de aceptabilidad
de la prueba de student de dos colas para un nivel de confianza del 95 %,
obteniéndose como resultado un t calculado menor al t tabulado (tcaculado=0,38 <
tiabulado=2,086)- Y un coeficiente de variacion (RSD) global de 1,76 por debajo de 3,9
gue es el coeficiente de variacion permitido para métodos analiticos. Por lo tanto
se concluye que la metodologia analitica demostré en el analisis de agua de mar
respecto a agua dulce no presentar diferencias significativas en el célculo de la
concentracion de carbono organico disuelto (COD).

6.0 ANALISIS DE COD CON EL METODO ESTANDARIZADO
Con el método estandarizado se dio cumplimiento al objetivo especifico de
analizar Carbono Orgéanico Disuelto (COD) se monitorearon cinco estaciones de

muestreo, a nivel superficial en la bahia de Tumaco. Obteniéndose los resultados
indicados en la tabla 19.
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Tabla 19. Andlisis de COD en la bahia de Tumaco

Estaciones Latitud Longitud CcOoD Material de
(mgC/L) referencia
Playa del Morro 1°48'48.48"N 78°44’'11.61"W 1,1403
Muelle 1°48’'13.46"N 78°45'59.43"W 1,2470
Residencias Biftalato de
Muelle Cccp 1°49'11.82”N 78°43'43.86”"W 1,3546 potasio
Puente el Pindo 1°48'09.41”N 78°46'50.43"W 1,8296 3 mgC/L
Puente del morro | 1°49'07.73”N 78°45°17.84"W 2,4881
Valor medio -- -- 1,6119

Fuente: Autor.

Las concentraciones obtenidas estuvieron en el intervalo comprendido entre 1,14
y 2,49 mg C/L; encontrandose los niveles méas altos en las estaciones Puente el
Pindo y Puente del morro con valores de 1,83 y 2,49 mgC/L, respectivamente. Por
el contrario, los niveles mas bajos fueron detectados en las estaciones Playa del
Morro, Muelle Residencias, y Muelle Cccp correspondientemente.

Por otra parte, los resultados obtenidos en la costa pacifica (tabla 19) fueron
contrastados con los reportados en la investigacion de COD realizada al Norte de
Espafia (1,868 y 3,677 mg C/L) ¥, donde se llegé a la conclusién que estos
niveles de concentracién tanto de la bahia de Tumaco como la realiza al norte de
Espafa se encuentran en niveles de COD normales.

Una de las causas que puede conllevar a las variaciones de los niveles de
concentracion de COD en las estaciones monitoreadas obedece a la
incorporacion de materia organica a la bahia, relacionada con los residuos
generados de las actividades antrépicas, como por ejemplo el vertimiento de
residuos sélidos, aguas residuales domésticas e industriales, entre otras.

En alineacion con lo ultimamente mencionado se ha encontrado que las
concentraciones de COD en aguas marinas varian con el clima, la vegetacion y
las actividades de la region. Aproximadamente el 5% esta conformado por acidos

*" Gonzélez E. Y Pozo J. El Carbono Orgéanico Disuelto En El Rio Aguera (Norte De Espafia) En
Condiciones De Estabilidad Hidroldgica. Lirnnética, 1 1 (2) : 57-62 (1 995).
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Humicos y un 45% de &acidos Fulvicos, provenientes de la descomposicion de
tejidos de plantas y animales®.

Finalmente, merece mencionar que las estaciones monitoreadas enla bahia de
Tumaco no presenta una condicion critica en niveles de concentracion de COD,
con respecto a los niveles catalogados como “normales”, los cuales varian entre
1-5 mgC/L, para aguas costeras*®. Sin embargo, es importante resaltar que en un
cuerpo de agua costero, cada una de las fuentes, de manera independiente,
ejerce algun tipo de presién generando alteraciones al mismo.

48 Gaffney J. S., Marley N. A. & S. B. Clark. 1996. Humic and Fulvic Acids Isolation Structure and
Environmental Role. American Chemical Society: Washington, EUA, pp. 2-3.

*> Otero Diana, Pavén Martha. Caracteristicas Fisico-Quimicas De Los Mares De México. Plaza y
Valdes editores; 2001. p. 92-94.
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CONCLUSIONES

La evaluacion de linealidad realizada para el método de analisis de carbono
organico disuelto demostré tener una excelente correlacion entre los valores de
concentracion y las respuestas obtenidas durante el proceso de medida (area
mV), esto se vio reflejado al evaluar el coeficiente de correlacion (r), analisis de
residuos y mediante el test de linealidad, se comprobd que no existe evidencia de
efecto matriz en las muestras de agua de mar analizada.

La validacion de la metodologia analitica propuesta para el analisis de carbono
organico disuelto en aguas marinas realizada en el laboratorio del Centro de
Investigacion Oceanogréafico e Hidrografico del pacifico permiti6 establecer que
existen adecuados niveles de precision, exactitud y linealidad para el intervalo de
trabajo comprendido entre: 0,25y 9,0 mg/L.

La bahia de Tumaco mostro de manera general no presentar condiciones criticas
en los niveles de concentracion de COD (valor medio 1,6119), sin embargo, es
importante resaltar que de manera independiente cada una de las fuentes que
ejercen algun tipo de presion (actividades antropogénicas) en la bahia esta
generando en un futuro un impacto al ecosistema costero.

La validacion del método de analisis para la cuantificacion de COD, realizado en el
Laboratorio del Centro de Investigacion Oceanogréfico e Hidrografico del Pacifico
permiti6 cumplir con el requisito que exige la norma NTC-ISO/IEC 17025, ademas
de implementar este método andlisis en el laboratorio el cual confirma la calidad
para reportar resultados que brinden confianza y veracidad a sus clientes.

Se desarrolld la estimacion de la incertidumbre para todas las variables
involucradas en el método analitico para la cuantificacion de COD (equipos,
balanzas, pipetas, materiales volumétricos y reactivos) con base a las directrices
generales de EURACHEM y bajo un sistema de gestion de la calidad.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda posterior a la implantacion del método validado en laboratorio
monitorear los limites de deteccidon y cuantificacién, debido a que estos pueden
verse alterados POR FACTORES COMO: cambios en la temperatura y cambios
en el estandar.

La contaminacion de la muestra puede ocurrir facilmente en la etapa de toma y
preparacion de la muestra, por lo tanto es necesario tener precauciones en la
manipulacion, especificamente durante la captacion, manejo, filtracion y
almacenamiento de la muestra.

Almacenar la muestra en frascos de vidrio en un congelador donde no se guarden

ni se hayan guardado previamente solventes o material organico como alimentos
0 muestras bioldgicas.
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PRODUCTOS DE LA PRACTICA

- Se realizaron aportes al Sistema de Gestion de Calidad del laboratorio de
Quimica mediante la implementacion y validacion de los Procedimientos técnicos
N° LAQ — PT-041 determinacién de carbono organico disuelto (COD) en aguas
marinas.

- Se elaboré el Instructivo de operacion del equipo Shimadzu COT-L LAQ - 10-
044.

- Se elaboré el informe de evaluacién determinacion carbono organico disuelto
(COD) en aguas marinas N° 14.
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