UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

FACULTAD DE TECNOLOGIA
CARRERA DE QUIMICA INDUSTRIAL

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL EN PECES

Proyecto de Grado para obtener el Titulo de Licenciatura

POR: HEIDI RUTH MAMANI TOLA

TUTOR: LIC. GRACIELA ESPINOZA HUANCA

CO-TUTOR: PhD. OSWALDO RAMOS RAMOS

LA PAZ -BOLIVIA
2016



DEDICATORIA

Este trabajo es dedicado a mi querida familia que me dio su apoyo en todo momento de
mi vida y también a las personas que confiaron en mi amigos y colegas de trabajo con su
apoyo moral y paciencia que hasta hoy lo siguen haciendo. Gracias por todas sus palabras

que cada dia me ayudaron a crecer como persona y profesional.



AGRADECIMIENTOS:

Agradezco a Dios por brindarme salud, paciencia, fortaleza y esperanza.

Al 1IQ “Instituto de Investigaciones Quimicas” por haberme proporcionado su
ayuda y con sus conocimientos para realizar este trabajo.

A los directores y jefes IBTEN “Instituto Boliviano de Ciencia y Tecnologia
Nuclear” y personal del CIAN “Centro de Investigaciones y Aplicaciones
Nucleares” como también al Ing. Jorge Chungara Castro por haberme transmitido
sus conocimientos y apoyo incondicional que me ayudaron a crecer como
profesional.

A la Lic. Graciela Espinoza Huanca por toda la paciencia y el tiempo que me
brindo para la elaboracién final del trabajo, sus sabios consejos que me ayudaron
como profesional.

Al PhD. Oswaldo Ramos Ramos, PhD. Rigoberto R. Choque Aspiazu, la PhD.
Sulema Nieves Valdés Castro y Lic. Luis Fernando Caceres por disponer de su
tiempo y estar presente en cada paso para la realizacion del trabajo.

A Lic. Sergio Catari por su apoyo incondicional y la ayuda que me brindo en la

elaboracion del trabajo.



RESUMEN

Se valid6 un método para determinar arsenico en muestras de peces por la metodologia
por absorcion atdmica con generador de hidruros.

La validacién comienza desde la calibracion del equipo, al mismo tiempo el reactivo para
la determinacion es el borohidruro de sodio que permite la reduccion de As*™ a As*® para
mejorar la deteccion todo ello en medio acido por lo que se inyecta el acido clorhidrico al

generador de hidruros.

La preparacion de estandares se realiz6 a partir de una solucién de 100ug As/L disuelto
con acido nitrico, realizando las diluciones de 0,5 a 5,5 pug As/L.

Las muestras de peces se seleccionaron en dos zonas de estudio desembocadura del rio
Suches - Escoma (Lago Mayor) y Huatajata (Lago Menor) tomando en cuenta las
caracteristicas de actividades humanas en la cuenca, las muestras fueron clasificadas y
pre-tratadas por una digestion por horno microondas Marca Anton Paar — Multiwave
afiadiendo acido nitrico y peroxido de hidrégeno consecutivamente fueron llevadas a ser

analizadas en el equipo de HG-AAS

Se determind los parametros de validacion obteniendo resultados estadisticos propicios de
linealidad con un coeficiente de correlacion de 0,99998, un error de 0,001, se logrd obtener
resultados del limite de deteccion de 0,016 g As/L y un limite de cuantificacion de 0,022
ug As/L, donde el promedio de porcentaje de variaciéon de repetibilidad para los cinco
niveles nos dio desde 0,20% a 1,35% Yy el porcentaje de coeficiente de variacion de
reproducibilidad para los cinco niveles nos dio 0,39% a 1,62%, la exactitud se determiné
con una muestra afiadida con el sesgo y una prueba de t de Student de una cola se concluyo
que no existe una diferencia significativa, se determind el rango de trabajo que van desde
0,02 a 5,5 ugAs/L y la determinacion de incertidumbre que fue la estimacién de la misma

con una incertidumbre expandida segln la guia Eurachem. Evaluacion de resultados del



contenido de As total en la especie Orestias Luteus y Orestias Agassi fue comparado con
la norma de la FAO/CODEX (0,060-4,72) mg/L y el reglamento de pardmetros de

seguridad alimentaria para los productos pesqueros con una concentracion de 1mg/L.
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CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION

La validacién de los métodos para la cuantificacion de arsénico es de gran importancia,
este elemento en su forma inorgénica y organica esta distribuido ampliamente en la
corteza terrestre y en los seres vivos como peces y puede encontrarse combinado con el

oxigeno, cloro, y azufre formando compuestos inorganicos.

Las altas concentraciones de arsenico se encuentran en depoésitos minerales y en areas de
actividad térmica elevada. El arsénico presente en el aire se deposita en el suelo o se
remueve por medio de la lluvia, donde muchos de sus compuestos se solubilizan, en
plantas y animales se combinan con el carbono y el hidrogeno para formar compuestos

organicos.*

Los niveles de arsénico en alimentos como carne, frutas y hortalizas pueden ser
relativamente bajos; sin embargo, en el musculo de los peces y mariscos los niveles
pueden incrementar, ya que su organismo no es capaz de desechar habitualmente lo
absorbido, por lo que a medida que transcurre el tiempo los elementos toxicos se acumulan
en sus cuerpos y pueden llegar a contaminar al ser humano, Todo esto conduce a la
necesidad de optimizar los métodos que permitan establecer, tanto procesos de
determinacion de los contaminantes, como parametros de analisis adecuados para la
validacion del método; con el propdsito de asegurar que los resultados obtenidos por el

estudio sean certeros y confiables.

1 (Argentina, 2005)



En este trabajo se desarrollan protocolos a seguir para realizar la validacién del método
para la determinacion de arsénico total presente en muestras de peces las cuales se
analizaran empleando Espectrofotometria de Absorcién Atdémica por la técnica de

Generacion de Hidruros.

Para ello se trabaja con parametros seleccionados de la guia: Eurachem, “Métodos
Analiticos en Laboratorio para la Validacion de Métodos y temas relacionados”. Todos
estos parametros son necesarios para la validacion de un método analitico entre ellos:

linealidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion, exactitud y precision.

1.2 ANTECEDENTES.

Las fuentes de arsénico y otros metales pesados que producen contaminacion ambiental
han sido examinados en muchos estudios; por ejemplo: Bolivia pese a que no existen
estudios del contenido de arsénico en peces, existen estudios realizados en otras matrices
como suelo y agua subterrdnea, Ramos (2012) realizd estudios de la dinamica de
elementos traza en diferentes ecosistemas y agua subterranea, con el objetivo de investigar
el grado de contaminacidn por arsénico y la dinamica de elementos en aguas superficiales
y subterraneas en las zonas mineras de Antequera y la sub cuenca Poopd, comprendiendo

los factores o procesos que causa la movilizacion de arsénico.?

Smolder (2001) en un estudio realizado en la cuenca del Plata (Rio Pilcomayo), donde los
resultados indican que existe una disminucion del contenido de metales pesados en la
carne de sabalo la misma es todavia relativamente alta en cabeza y visceras, un segundo
efecto de la contaminacién podria encontrarse en el consumo del agua y de estos peces en
la salud de la poblacion indigena a siete afios del desastre de Porco. Donde gran parte de

ésta poblacion siguio utilizando agua del rio para la preparacion de sus alimentos o para

2 (Ramos, 2014)



beberla. La Asociacion Sucrense de Ecologia, afirma que cada litro de agua del rio
Tarapaya contiene entre 6 a 8 mg. de arsenico lo cual equivale a una concentracion entre

600 a 800 veces mayor del limite permitido por la OMS que es 10 pugAs/L.

El Salvador (2006) se encontr6 como fuente de contaminacién el Puerto de la Libertad,
como zona propensa a sufrir contaminacion donde se observé que las muestras de pescado
tomadas en el lugar contenian valores de arsénico que oscilan entre 0,44 - 7,88 mg/kg,
plomo (0,01 — 0,94 mg/kg) y mercurio (0,04 — 0,17 mg/kg) que cumplen con la legislacion

de referencia®*>.

La “Norma general Codex para los contaminantes y las toxinas presentes en los
alimentos™®, tiene como referencia varios estudios realizados referente a Arsénico en
aguas dulces que aparece en concentraciones menores a 10 pg/kg y en cultivos terrestres
en concentraciones de 0-0.2 pg/kg, el programa de la (FAO/OMS) sobre normas
alimentarias comité del CODEX, en marzo del 2011) en el resumen de datos disponibles
sobre las concentraciones de Arsénico total en productos alimenticios en agua dulce

muestra un rango de concentracion entre 0,060-4,72 mg/kg’.

El reciente reglamento de la comisién Europea no tiene vigente una normativa para este
tipo de contaminante. Actualmente, solo Australia y Nueva Zelanda limitan a 1.5 mg/kg

de peso fresco de arsénico en productos de pesca.

Garcia (2013), en Madrid (Espafia), estudio la acumulacion de metales pesados en

muestras medioambientales® donde los resultados obtenidos muestran su elevada

3 (CONACYT)

4 (Europea, 1881/2006)

5 ((CE), 333/2007)

6 (CODEX, 1995)

7 (Comision del Codex, 2011,Marzo)
8 (Salgado S. G., 2013)



capacidad de bio - absorcion en relacion a los elevados contenidos de arsénico encontrado

en algas.

El Organismo Internacional de Energia Atomica — OIEA ha implementado estudios en el
area de nutricion, medio ambiente y salud apoya activamente a sus estados miembros y
exige alavez lanecesidad de contar con laboratorios que tengan implementados sistemas
de control de la calidad. El proyect6 “Garantia de inocuidad de los alimentos marinos en
Ameérica Latina y el Caribe por medio de un programa regional de biomonitoreo de los
contaminantes presentes en musculos y peces (RLA 5054)%” se ha realizado una
evaluacion general de metales pesados en peces que resultd en ensayos de inter-

comparacion entre laboratorio, con la participacion de diferentes instituciones.

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Bolivia, los mayores problemas ambientales con respecto al arsénico, estan
relacionados con la incorporacion de desechos a los cuerpos de agua. La creciente
actividad industrial y minera, asi como las descargas domésticas, generan efluentes que
descargan en muchos casos directamente a los cursos de aguas superficiales, estos

efluentes poseen entre sus principales caracteristicas

- BajopH

- Alto contenido de elementos pesados Hierro (Fe), Plomo (Pb), Arsénico (As), Zinc
(Zn) y Cadmio (Cd.)

- Elevadas cargas salinas (cloruros (CI") y sulfatos (SO4?) principalmente) lo cual

impacta directa y negativamente sobre los sistemas acuaticos™®.

9 (RLA-5054)
10 (F., 2013)



Al ser vertidos dichos contaminantes al medio acuético entran en contacto con los
organismos que habitan, y se presenta el proceso de biodisponibilidad, ocasionando con
esto una acumulacion de metales en su organismo.** Segun la “Agencia para Sustancias
Toéxicas y el Registro de Enfermedades” de los Estados Unidos de Norteamérica (ATSDR,
1992) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1961) publicaron una revision de los
efectos toxicos de arsénico. Los dafios causados por el arsénico en alimentos pueden
generar desde efectos toxicos en la salud como también enfermedades del sistema
vascular, nervioso y respiratorio asi como también efectos cronicos como cancer y

enfermedades de pie negro.*?

La importancia de esos problemas, demuestran la necesidad de contar con metodologias
confiables de analisis de arsénico y estas deben estar respaldadas por estudios completos

de validacion de la metodologia propuesta.

Y(Hart y Fuller, 1974).
12 (C, 2001)



1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Validar el método para la cuantificacion de contenido de Arsénico total en peces, de la

especie Orestias agassi (Carachi gris) y Orestias luteus (Carachi amarillo).

1.4.2 Objetivo Especifico

- Establecer las condiciones instrumentales experimentales optimas para la
cuantificacion de Arsénico total en peces, de la especie Orestias agassi (Carachi
gris) y Orestias luteus (Carachi amarillo).

- Determinar los pardmetros de validacion definidos en la ISO - 17025 referidos a
establecer la linealidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacién, precision,

exactitud y robustez.

1.5 JUSTIFICACION

Gran parte de las personas ubicadas en zonas cercanas al Lago Titicaca y las ciudades de
La Paz y el Alto consumen pescado por su alto contenido de nutrientes, entre los pescados
mas consumidos se encuentra el Carachi (Orestias Agassi y Luteus), estos son
considerados como fuente de exposicion a metales pesados entre ellos el arsénico, que se
encuentran de manera natural. Debido a la ubicacién de la zona, en donde se encuentra
diversos factores que provocan contaminacion como: actividad industrial, minera,
ganadera y descargas domésticas. Es necesario conocer las concentraciones de arsénico
en pescados, ya que estos causan diversos problemas de salud y el funcionamiento del
ecosistema, razén por la que se requiere desarrollar métodos de cuantificacion para poder

realizar un control a esta problemaética. Todo método de cuantificacion tiene una finalidad,



donde el papel de la validacion es verificar que dicho método es adecuado, por lo tanto,
una correcta validacion debe detectar la presencia de errores en él y permitir corregirlos.
La importancia de validar el método es demostrar que las pruebas para la deteccion de
arsenico total en peces sean confiables y asi confirmar que el ensayo tiene las capacidades
de desempefio consistente, junto con otras actividades englobadas en el aseguramiento de
la calidad. Considerando dos especies de peces para la evaluacion de los efectos causados
por estos, a traves de ello ayudar a nivel nacional buscando alternativas de prevencion y
difusion para la mejora en el campo de la acuicultura, por eso es necesario cumplir los
requisitos exigidos por la norma ISO/IEC 17025% que regula el funcionamiento adecuado
de los laboratorios que realizan analisis de metales y a la vez regula los procedimientos
que se deben seguir para la realizacion de un trabajo de validacion de una metodologia

analitica.

13 (RIUS, 2000, pags. 382-385)



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Lago Titicaca

El Lago Titicaca ubicado en la region del Altiplano Andino entre Per( y Bolivia, es el
lago navegable mas alto del mundo a 3.810 m sobre el nivel del mar (Figura 2.1) y el
segundo mas extenso en Sudamérica, con 8.400 km? de superficie en su espejo de agua.
La temperatura en el lago esta de 8,5 °C a 18 °C, el clima en la regién es templado en

verano, frio y seco en invierno.

Figura 2. 1 Ubicacion Geogréfica del Lago Titicaca
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Fuente: Mapa del Lago Titicaca, 2014



El Lago Titicaca esta dividida en dos cuencas lacustres: el Lago Mayor y el Lago Menor.
El Lago Mayor tienen una profundidad media de 135 m y una extension de 7.000 km?, se
caracteriza por sus grandes pendientes al alejarse de la orilla, sin embargo el Lago Menor
tiene 1,400 km? y es mucho menos profundo que el Mayor con una media de 9 m y leves

pendientes excepto el borde oriental de la fosa de Chua.

2.1.1 Zonade Estudio

Las zonas de Escoma (Lago Mayor) y Huatajata (Lago Menor) fueron seleccionados por
los diferentes tipos de afectacion, siendo dos de las zonas con mayor potencial de impacto
ambiental.

La comunidad Villa Puni — Escoma fue considerado en base a las fuentes hidrotermales
y la proximidad de la desembocadura de las aguas del rio Suches que presenta problemas
relacionados con la explotacion aurifera tanto el lado peruano como el lado boliviano en
las nacientes del rio, la actividad minera informal en la cuenca se incrementa en la zona a
partir del afio 2006, ademas se considera los estudios realizados por la Autoridad
Binacional del Lago Titicaca (ALT) que muestran areas contaminadas por metales
pesados y macronutrientes procedentes de la explotacion minera; las hidroéfitas (totoras,
lentejas de agua y berros) evaluadas muestran capacidad de acumular metales pesados y
por ende depurar las aguas contaminadas, existiendo un riesgo potencial de toxicidad para
los animales que se alimentan de estas plantas acudticas,** Sin embargo, en la comunidad
Chilaya - Huatajata la actividad humana y hotelera fue incrementando debido a ello
provocando problemas de contaminacion (Figura 2.2) en la vida acuética, debiéndose que
los hoteles no cuentan con un proceso de pretratamiento de sus aguas desechando al lago

y causando este tipo de afectacion al medio ambiente.

14 (DHV., 2007)



Figura 2. 2 Efectos de contaminacion a orillas del Lago Titicaca
Huatajata

Fuente: octubre 2014, Huatajata

Las zonas de pesca de Carachi de mayor importancia son las que corresponden a Escoma
(comunidad Villa Puni con ubicacion geogréafica de E 0532848 N 8207382) y Huatajata
(comunidad Chilaya con ubicacion geogréfica de E 0482542 N 8267232) (Figura 2.3),

estos lugares se seleccionaron por los diferentes tipos de afectacion mencionados.

Figura 2. 3 Ubicacion geografica de las zonas de estudio.
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2.2 Quimica del Arsénico (As)

2.2.1 Fuentes naturales

El Arsénico (As) es un elemento ampliamente distribuido en la atmdsfera, en la hidrésfera
y bidsfera que significa el 0,0005% de la corteza terrestre. Una gran cantidad de As en el
medio ambiente proviene de fuentes naturales (meteorizacion, emisiones volcénicas y en
fuentes hidrotermales), existe una importante contribucién a partir de actividades
antropogénicas, tales como procesos industriales (mineria, fundicién de metales,

pesticidas y conservantes de la madera).*®

Los niveles de As en el medio ambiente es variable, motivo por el cual es un elemento
con muy alta movilidad y capacidad de transformacion, cambiando su estado de oxidacion
en tri y pentavalente o en forma organica e inorganica al reaccionar con oxigeno u otras

moléculas del aire, suelo, agua o por accién de microorganismos.

2.2.2 Fuentes de contaminacién antropogénica

El As tiene muchas aplicaciones en la industria metalrgica, especialmente en la obtencion
de aleaciones, por ejemplo: el 6xido de As que se utiliza en la elaboracién de vidrios, asi
también como otros compuestos de As son empleados para la elaboracion de pinturas e
incluso plaguicidas.

Las fuentes de contaminacion podriamos clasificarlo segun su origen. Ver (Tabla
2.1)

15 (M.1. Litter, 2009)
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Tabla 2. 1 Clasificacion de fuentes Contaminantes

Fuente difusa: no se puede

. remontar a un punto especifico.
Fuente puntual: viene de una _ _
S Ej: botaderos de residuo solidos,
fuente especifica e identificable.
' terrenos agricolas donde se
Las fuentes puntuales incluyen _ .
) aplican fertilizantes y
descargas de aguas residuales o )
plaguicidas, operaciones de
urbanas e industriales. ) ) o
explotacién minera, actividades

de cria intensiva de ganado, etc.

Fuente: Proyecto de Desarrollo Sostenible del Lago Titicaca, 2007

- Fuentes puntuales de contaminacion
Provienen de la descarga accidental o sistematica de efluentes liquidos procedentes de

actividades domésticas, industriales y mineras, o de la disposicion final de basuras.

- Fuente de contaminacion difusa
Estan relacionadas a las actividades generadoras de impacto ambiental, como la
agricultura esto se suma la morfologia de la cuenca del Lago y de la cuenca lacustre que
influyen en la distribucion regional de los impactos de polucion. Por ejemplo, la escasa

profundidad de algunas bahias repercute en una mayor contaminacion de sus aguas.

12



2.2.3 Elarsénico y sus compuestos

Los compuestos de As pueden ser organicos e inorganicos. Los compuestos inorganicos
suelen presentarse en oxianiones en disolucion (arsenito y arseniato) como 0Oxidos,
cloruros y sulfuros en fase sélida, o formando parte de minerales méas complejos. Sin
embargo, los compuestos organicos contienen arsénico unido a un atomo de carbono por
medio de uniones covalentes convirtiendo el As y arsenato inorganico a compuestos

metilados.'® En la (Tabla 2.2.) se muestran los compuestos organicos e inorganicos.

Tabla 2. 2 Compuestos de As importantes.

COMPUESTOS INORGANICOS COMPUESTOS ORGANICOS
4 CH4
e Acido metilarsenioso MMA(III) Ho_i:
e Realgar (AsS) e Acido monometilarsonico cHy
HO-As=0
e Arsenolita (As;05) MMA(V) S+
e Arsenopirita (FeAsS) e Acido dimetilarsenioso DMA(III) H,c_if’
o Cobaltita (CoAsS) e Acido dimetilarsinico DMA(V) o
«  Oropimente (AsSs) e  Arsenobetaina AsB e v
. CH,
e Hematolita e Arsenocolina AsC HyC-ks*—~c00
(Mn2Mg)sAl(AsO4)(OH)s e Oxido trimetilarsina TMAO o o
e lon tetrametilarsonio TETRA B
CHy
HsC—As™CH,
Eny

Fuente: Sharma y Sohn, 2009

16 (Smith, 1999)
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2.2.3.1 Especies inorganicas de arsénico

Las especies inorganicas de As son de mayor abundancia en la naturaleza, se encuentran
en general como especie disuelta formando oxianiones predominando As (111) y As (V),

como también sulfuros y cloruros.

El As (V) puede encontrarse como HzAsOs y sus correspondientes productos de
disociacion (H2AsO4~, HAsOs%~ y AsO4%), mientras que el As(lll) se presenta como
HsAsO?® y sus correspondientes derivados protoliticos dependiendo del pH (H2AsOs",
HAsO3? y AsOs%"), en presencia de sulfuros se presenta como: HAsS,, FeAsS y AsS 3.1

2.2.3.2 Especies organicas de arsénico

Estas especies estdn ampliamente distribuidas en la atmosfera, en sistemas acuéticos,
suelos, sedimentos y tejidos biolégicos. Las reacciones de metilacion que ocurre en
organismos terrestres y marinos convirtiendo el arsenito y el arseniato inorganico en
compuestos metilados como el monometilarsonato [MMA(V)] o 4cido
monometilarsonico [MMAA, CH3AsO(OH)2)], el dimetilarseniato [DMA(V)] o éacido
dimetilarsinico [DAMA, (CHs).AsO(OH)]*® el 6xido de trimetilarsina (TMAO) y el ion
tetrametilarsonio (TMA+). Estos compuestos son precursores de formas organicas mas
complejas y practicamente no toxicas, los arsenolipidos, como la arsenobetaina (AB) y la

arsenocolina (AC) y los arsenoazulcares (AsAZ).

17 (Ferreira, 2002)
18 (Hall, 1998)
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2.2.4 Metabolismo del Arsénico

El metabolismo del As es caracterizado en muchas especies por dos principales tipos de
reaccion: primero la reduccion de especies pentavalentes a trivalentes y segundo las

reacciones oxidativas donde las formas trivalentes son secuencialmente metiladas.®

Se han encontrado que un gran numero de especies de levaduras, hongos, algas, plantas y
animales, transforman los compuestos arsenicales inorganicos a compuestos metilados

como nos muestra en la (Figura 2.4) Ciclo del arsénico.

Figura 2. 4 Ciclo de Arsénico.

Fuente: Roberto. Barocci.info, 2012

19 (WHO., 2001)
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Las especies arsenicales organicas que generalmente derivan de los procesos de
metilacion del arsénico son: arsenoazucares, arsenobetainas, arsenocolina y arsenolipidos.
Estas especies son encontradas con frecuencia en organismos acuaticos, incluyendo

crustaceos y peces.?

2.2.5 Retencién de As en el organismo

Las vias de entrada del As al organismo humano se pueden dar por: via oral, respiratoria
y cuténea. Las fuentes de contaminacién de As para el hombre. Son: agua, vegetales y
alimentos; sin embargo, en el filete de los peces y mariscos los niveles pueden ser
elevados, ya que su organismo no es capaz de desechar habitualmente lo absorbido, por
lo que a medida que transcurre el tiempo los elemento tdxicos se acumulan en sus cuerpos
y pueden llegar a contaminar al ser humano, mediante la cadena trofica.
Independientemente de la cantidad ingerida, la retencion del As en el cuerpo depende de
su biodisponibilidad, es decir de las formas fisicoquimicas en las cuales el As esta presente

en alimentos, agua y aire.

2.2.6 Toxicidad

La toxicidad del As depende del estado de oxidacion en que se encuentra y del radical al
que esta unido. Los compuestos inorganicos de As solubles son los mas toxicos que los
organicos, con respecto al estado de oxidacion, las formas trivalentes son las méas toxicas
que las pentavalentes, estudios realizados revelan que los compuestos de As (I11) son
aproximadamente 60 veces mas toxicos que los de As (V) y que los compuestos
inorganicos son 100 veces mas tdxicos que los organicos. De esta forma, el As (I11) es la
especie mas toxica, seguido de As (V), MMA y DMA. No obstante, la toxicidad de MMA
(111) y DMA (111) es del mismo orden o superior que la de las especies inorganicas.?

20 (Pradosh R, 2002)
21 (Le, Lu, & X.F, 2004)
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Muchos 6rganos y sistemas pueden ser afectados incluyendo la piel, sistema respiratorio,
sistema cardiovascular, sistema inmune, aparato respiratorio y nervioso. Los mayores
incidentes que han ocurrido en las regiones donde el agua potable esta contaminada con

arsénico fueron en Chile??, Argentina,

2.2.7 Arsénico en peces

Los peces son la parte mas alta de la cadena tréfica en ambientes acuéticos. La produccion
primaria de fitoplancton y micro algas pueden acumular As y transformar formas
inorganicas en moléculas organicas complejas que pueden ser hidrosolubles o
liposolubles. Peces e invertebrados marinos retienen el 99% del As como compuestos
organicos?,

Los organismos acuaticos tienen la capacidad de transformar el As inorganico en especies
menos toxicas, la transformacion de As (V) en AsB se muestra en la (Figura 2.5) es parte
del ciclo de As en el medio acuatico. La AsB es la especie mayoritaria de As en pescados,
crustaceos y moluscos. La similitud electrénica entre As y otros miembros de su grupo,
como fosforo (P) y nitrégeno (N), permite explicar la razén por la cual el As llega a los

organismos marinos.

La generacién de arsenobetaina desde arsenoazucares ingeridos en algas requiere de una
division en la union C3 — C4 del residuo del azucar y la subsiguiente oxidacion del C4.
Ademas la reduccion y metilacion del As puede producir un compuesto cuaternario

(tetralquilado) de arsenobetaina.

22 (Biggs M.L. Kalman D.A. Moore L.E. Hopenhayn - Rich C. and A.H. Smith, 1997, 386 (3))
23 (Burgera M. and J.L Burgera, 1997, 44)
24 (T., 1992)
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Figura 2. 5 Ciclo acuatico del arsénico
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Fuente: Edmands y col, 1993
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2.3 Tecnicas analiticas de determinacion de Arsénico
El flujograma consiste en los pasos del proyecto para la determinacion de As total en
muestras de peces (Figura 2.6) donde en primera instancia se debe seleccionar el método

para seguir el procedimiento de evaluacion

Figura 2. 6 Flujograma en el proceso de validacion de método analitico en la
determinacion de As en peces.

Seleccion de la técnica

¥

Recoleccion de muestras
Crestias agassi y luteus

J

Zona de pesca realizada
a orillas del Lago Tificaca
Huatajata - Lago . | N Escoma - Lago
Menor Mayor
Total de musstras
recolectadas 25
unid
Clasificacion de muestras
Rotulado y refrigerado a . Tratamiento de
¥C muestras por separado
} nger’aciﬁn de muestras a-20 °C
L e Pretratamiento Cabeza de Tejide de
digeed demuestras pestado pescado
«  Limite de deteccion y ‘r
cuantificacion !
. Egecm_g:_?d ' . Procadimiento de l
petbiidad validacion Liofiizado y
*  Reproducibilidad Criogenizado
*  Exactitud Preparacion de solucion (ugAsiL ?
*  Robustez ¥ pa i ) | Peso de muestra (mg)
+  Estimacion de incertidumbre + Patron )
« Estdndares Digestion de muestras
l (Homo Microondas)
Lectura de muestras Preparacion de solucion de muestras
por HG-AAS *
Evaluacion de
resultados

Fuente: Elaboracion propia
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2.3.1 Descripcion de técnicas

Las investigaciones en el campo de la quimica analitica se han centrado en el desarrollo
de técnicas analiticas, por esta razon, las técnicas de analisis son cada vez mas exigentes
para su determinacion a nivel traza, de forma que se puede conocer el grado de
contaminacion presente. Por lo tanto, para la determinacion de As se hace utilizado
diferentes técnicas que van desde métodos clasicos hasta métodos modernos o
instrumentales.

Existen técnicas empleadas que se destacan en la determinacion de As en diferentes
matrices, asi como analisis de fluorescencia de rayos X por reflexion total,
espectrofotometria de absorcion atdmica con horno de grafito, espectrofotometria de masa
con plasma acoplado inductivamente, espectrofotometria de emision atbmica con plasma
acoplada inductivamente y espectrofotometria de absorcién atdmica con generador de

hidruros siendo esta Gltima la de mayor aplicacion en estos tipos de determinacion.

2.3.2 Técnica seleccionada

El método de generacion de hidruros se ha convertido en el método mas popular, esto se
debe principalmente a su limite de deteccion relativamente bajo y buena precision,

considerando que es un instrumento de facil manejo y de costo accesible.

Este método tiene la capacidad de formar compuestos volatiles (hidruros) lo que permite
un transporte mas eficiente en forma de gas que luego se atomiza en un tubo de cuarzo.
Todo ello nos lleva a la posibilidad de pre concentrar y separar el analito para eliminar
interferencias de la matriz, resultando mayormente en una notable supresion de
interferencias durante la atomizacion.

El acoplamiento por generador de hidruros se ha mantenido como una herramienta
fundamental tomando en cuenta el poco consumo de muestra, alta precision y reduccién

de interferencias.
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2.3.3 Tratamiento de muestras de peces

Los métodos para la determinacion analitica de As en muestras de peces, se clasifican de
dos maneras métodos tradicionales y modernos. Los primeros incluyen procesos de
extraccion solido/liquido, disolucion por via humeda y seca, mientras que el segundo
corresponde al empleo de métodos de extraccidn acelerada con disolventes y extraccion o
mineralizacion asistida por microondas.?®> Asi mismo se puede considerar método
destructivo y no destructivo, lo primero implica a la descomposicion de la matriz y
transformacion de los compuestos arsénicos en una determinada forma quimica,
generalmente As (V), mientras que el segundo pretende el aislamiento de los analitos de
la matriz conservando su forma quimica original, por lo que son los empleados en los

estudios de especiacion.

2.4 Validacion de métodos analiticos

La validacion parte del concepto de la norma NTC/ISO/IEC 17025:2005 es, “La
confirmacion, a través del examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen
los requisitos particulares para un uso especifico previsto”. Cuando se realiza la validacion
de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es poder determinar con
fundamento estadistico que el método es adecuado para los fines previstos.

Un método debe validarse cuando es necesario verificar que sus pardmetros de desempefio
cumplen en su totalidad la calidad deseada brindando seguridad y respaldo a una
investigacion analitica; por ejemplo cuando se desarrolla un nuevo procedimiento para
solucionar un problema especifico, cuando se requiere incorporar mejoras, extenderlo o
cuando el control de la calidad indica que dicho procedimiento establecido esta cambiando

con el tiempo.

25 (Camara, 2002)
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Es importante, cumplir las normativas (NB — 1SO — IEC 17025) como:
- Optimizar los procesos.
- Asegurar la calidad/mejorar la productividad.

- Reducir costos

2.5 Importancia de validar un método analitico

El laboratorio debe validar métodos no normalizados, métodos disefiados / desarrollados
por el laboratorio, métodos normalizados usados fuera de su alcance propuesta y
modificaciones de método normalizados para confirmar que los métodos se ajustan al uso
propuesto. La validacion establece un método y confirma su desempefio de apreciaciones
cualitativas por parte del laboratorio en general, realizando mediciones analiticas que
diariamente varios laboratorios van desarrollando, por ejemplo: como apoyo en la salud,
para verificar los pardmetros de calidad de agua para consumo humano, para verificar la
composicion nutricional en inocuidad alimentaria y evaluacion de elementos toxico en
aguas y alimentos. La validacién de métodos analiticos junto con otras actividades
englobadas en el area del aseguramiento de la calidad, otorgando confianza en los

resultados obtenidos.

2.6 Cuando realizar una validacion

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que los pardmetros de
desempefio son adecuados para el uso en un problema analitico especifico?.
Por ejemplo:

» Un nuevo método

» Un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a un

nuevo problema

26 (EURACHEM, 2005)
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» Cuando el control de calidad indica que el método ya establecido estd cambiando
con el tiempo

» Un método establecido usado en un laboratorio diferente o con diferentes analistas
o0 con diferente instrumentacién

» Para demostrar la equivalencia para dos métodos es decir: un método nuevo y uno

de referencia.

2.7 Métodos no normalizados

Corresponde a métodos desarrollados por laboratorio 0 métodos nuevos o bien a métodos

que tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio pero que no estan normalizados.

2.8 Métodos normalizados

Cuando se trata de un método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté
normalizado, se puede realizar la validacion retrospectiva, es decir, en base a los datos
experimentales que el laboratorio dispone, para la cual se realiza la recopilacion de la
mayor cantidad de datos historicos disponibles, para luego realizar un proceso de
ordenamiento y seleccion de los datos recopilados, estos datos pueden ser curvas de
calibracién, resultados de ensayos, cartas de control y ensayos de aptitud. A través de esto,
se deberan determinar los parametros de validacion, y evaluar si los resultados obtenidos

para los fines son aceptables.

En caso de ser un método nuevo se debe realizar una validacion prospectiva, generando a

través de analisis de datos experimentales.

La verificacion, tiene generalmente como objeto, el comprobar que el laboratorio domina

el método de ensayo normalizado y lo utiliza correctamente, en caso de tratarse de un
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método normalizado modificado para la verificacion se requiere realizar solo aquellas

pruebas que indique que la variacion realizada no afecta el ensayo.

2.9 Parametros de validacion

La caracterizacion de desempefio del método es un proceso costoso pero puede restringirse
por consideraciones de tiempo y costo, por tanto el laboratorio decide cuales de los
parametros de desempefio del método necesitan ser evaluados con el fin de validar su
método. Los parametros estudiados para un mejor desempefio del método son

mencionados a continuacion.

2.9.1 Linealidad

Tiene la capacidad de dar un resultado instrumental que sea proporcional a la cantidad del
analito de una muestra de laboratorio, esto con el fin de determinar el rango lineal, se
puede determinar por una recta de calibracion tomando en cuenta valores formados por
un blanco y los patrones de trabajo de valores teéricos conocidos. EI nimero de puntos a
ser analizados deberd ser establecido, en este sentido se recomienda abarcar valores

cercanos a cero y valores superiores al valor de interés.

2.9.2 Evaluacion de los resultados

La evaluacion de los resultados se realiza de la siguiente manera:

Verificar que los resultados pertenecen a la misma poblacidon estadistica.

1. Calcular los promedios con un decimal mas que los datos originales.
ni}'
Yij = o Yijk
Njj &=
K=1 Ec. (1)
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2. Calcular la desviacién estandar en cada celda.

nij

Sij = _1Z(Yijk—Yij)
nij = =

Ec. (2)

2.9.3 Evaluar los resultados y eliminar los valores anémalos

3. Testde Cochran’s (detecta los errores aleatorios es decir el sesgo de los valores).

Calculo estadistico C:

L

max

%S

Ec. (3)

Nota: La desviacion estandar (DS) que se presenta en las tablas es igual a la desviacion
estandar (S) que esté en las formulas.
Consiste en calcular el estadistico C y compararlo con el valor tabulado en caso de

incumplimiento C caiculado< C tabulado S€ puede pensar en eliminar esos datos.

4. Test de Grubbs ( Evalla la precision de los valores)

Calculo estadistico Gij:

Vi~ Jj (Ec. 4)

Gy = 1 Pj
— 2.2, Fij-71)?
JPi

Consiste en calcular el estadistico G y compararlo con el valor tabulado en caso de

incumplimiento G caiculado< G tabulado S€ puede pensar en eliminar esos datos.
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Relacion entre el valor de referencia y la respuesta obtenida por el método.

Con los datos ya evaluados se debe de realizar una correlacion lineal entre el valor medido

con los valores de referencia.

5. Establecer un modelo lineal.

Y, = a+bY,
Ec. (5)
6. Calcular la pendiente y el intercepto
L (e
q ~ *= JZ:; yj *jZ:]; y,—
b— ,Z:; Y, yj [ q
; i
o el =L Ec. (6)
j=1 yj q

Zy.‘b*zllf’j Ec. (7)

>9,*y R9E
j=1 ] yJ_J_ :
r= g
q 2 q = 2
o0 || 4l i)
! q mli g

Ec. (8)
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8. Caélculo de la covarianza

v Lla, oy o -
COV(yJ;yJ):;(yJ_Y)*(yj_y)
0] Ec. (9)

La COV se puede comprobar.
Si COV=0; el sistema esta correlacionado.
COV < 0; el sistema tiene una probabilidad indirecta.

COV > 0; el sistema tiene una probabilidad directa.

9. Calcular la Varianza residual

5(y,-lar09)
q-2 Ec. (10)

Sy/=

10. Calculo de la correlacion lineal significativa (tr)

r 1-rf Ec. (11)

La correlacion lineal se determina con e fin de evaluar la linealidad del método de estudio.

Para comprobar el t  con el valor tabulado t wn con un grado de significacion del 95% y

(p-2) grados de libertad.

- Sitr>t b existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del

método, y el intervalo estudiado no lineal.

- Sitr<twno existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del

método, y el intervalo estudiado no lineal.



En general el criterio que se utiliza para determinar la linealidad es el coeficiente de
correlacion con un valor que sea mayor o igual a 0.999.%” Se puede realizar la evaluacion
de la curva de calibracion con la prueba de t-Student como un mejor indicador del modelo

lineal.

2.9.3.1 Intervalo de trabajo

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de trabajo de
concentraciones del analito, sobre los cuales el método puede aplicarse. Esto se refiere al
intervalo de concentraciones o a los valores de propiedad relacionada, de las disoluciones
medidas realmente mas que de las muestras originales, en el extremo inferior del intervalo
de concentracion, los factores limitantes son los valores del limite de deteccion y/o
cuantificacion. En el extremo superior del intervalo de concentracion, las limitaciones

seran impuestas por varios efectos que dependen del sistema de respuesta del instrumento.

2.9.3.2 Intervalo lineal

Dentro de este intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal y dentro
del intervalo lineal la sefial de respuesta tendra una relacién lineal con la concentracion

del analito (Figura 2.7).

27 (Rodriguez, 2010)
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Figura 2. 7 Intervalo Lineal
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2.9.4 Limite de deteccién (LOD)

Concentracion o cantidad minima detectable del analito presente en el material objeto de
analisis que proporciona una sefial en el instrumento significativamente diferente de la
sefial de blanco o sefial de fondo (Figura 2.8).

Al realizar mediciones a niveles bajos de analito o de la propiedad relacionada, como en
el andlisis de trazas, es importante conocer cual es la concentracion mas baja del analito,
la cual se denomina Limite de Deteccion. La AOAC (Methods of Analysis of the
Association of Official Chemist) lo establece como ‘“el menor contenido que puede
medirse con una certeza estadistica razonable”; la ISO utiliza como un término general al
“valor minimo detectable de la variable de estado definida” lo que significa “la

concentracion neta minima detectable.

LOD = 3*DS

(Ec.12)
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Se recomienda para su calculo una serie de medidas representativas, al menos seis
mediciones de blanco matriz, testigo reactivo o concentracion estimada cercana al

blanco.?

2.9.4.1 Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion suele expresarse como sefial del valor verdadero de la medicion
con una desviacion estandar relativa, se puede definir segun la NATA (National
Association of Testing Authorities, Australia) como “la menor concentracion de un analito
que puede determinarse con una precision y una exactitud aceptables bajo las condiciones
establecidas de la prueba”?®, se recomienda para el céalculo al menos seis mediciones
representativas, de blanco adicionado y concentraciones estimadas cercanas al blanco, el

calculo se la realiza por la ecuacion 13.%°

LOQ = 10*SD (Ec.13)

Se recomienda tanto para el limite de deteccion y cuantificacion verificar con los criterios
de aceptacion es LC<LOD<LOQ, para ello se considera determinar el valor critico (LC)
por la ecuacion 14 para una probabilidad de error dada (a), a la decision de que la
concentracion o cantidad del analito presente en el material analizado es superior a la

contenida en el material testigo.

LC =t (1-a; v) *DS

(Ec.14)

28 (Rodriguez, 2010)
29 (Eurachem)
30 (Alvarez, 2014)
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Figura 2. 8 Zona de deteccion y cuantificacion
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Fuente: http://trabajoanalisisquimico.blogspot.com

2.9.5 Precision

La precision refleja los errores aleatorios que se producen cuando se utiliza un método.
Las dos medidas mas comunes, que general mente definen la precision en términos de la

desviacidn estandar son repetibilidad y la reproducibilidad (Figura 2.8).
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Figura 2. 9 Diagrama de Precision
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Fuente: http://www.scoop.it

Las medidas de precision mas comunes son la repetibilidad y reproducibilidad, estas
presentan las dos medidas extremas de precision que puede obtenerse.

2.9.5.1 Evaluacion de los resultados

Calculo de la repetibilidad y precision intermedia, verificar que los resultados
representan a la misma poblacion estadistica.

1. Calcular los promedios de cada nivel

p
-z Y
mj — yj — _p%
2N,
= Ec. (15)
2. Calcular la repetibilidad y precision intermedia
- 2
Z (ni,- _1)Sij
S ="
;(nu _1)

Ec. (16)
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3. Calcular la reproducibilidad

2 _ 2.2
SRj = Srj T SLj Ec. (17)

Relacion entre la concentracion y la precision intermedia y la reproducibilidad

p _
Tl = z nij * ylj
i=1
p ik 2
T, :Zﬂ:nij *(yij)
P
T, = Znij
i=1
- 2
T,E n;
1 Z ; Ec. (18)
D 2
T5 ZZ(nij _1)Slj
i=1
SZ 4 T5
B A B

g2 T, *T, _T12 Ak Ta(p_l)
- T3 : T32 _T4
2.9.5.2 Repetibilidad

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

Se determina realizando al menos seis mediciones bajo las mismas condiciones (mismo
operador, mismo aparato, mismo laboratorio y corto intervalo de tiempo de un analito.
Calculando la repetibilidad (Sr) y el porcentaje de coeficiente de variacion (CVr%) por

las ecuaciones 19 y 20.

81 (Rodriguez, 2010)
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%)
<
Il
1%
=N

(Ec.19)

x 100

DS
0 —
CVro Prom (Ec.20)

2.9.5.3 Reproducibilidad

Es la precision bajo condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones donde los
resultados de los analisis se obtienen con el mismo método, condiciones diferentes ya sea
de laboratorio diferentes operadores y usando distintos equipos.

Para la determinacion se realiza tres mediciones de un material control una vez por semana
o0 el comportamiento de la curva de calibracion en tres dias distintos, también se puede
determinar registrando al menos 10 mediciones en dias distintos o un mismo dia
cambiando por lo menos una condicion analitica (operador, aparato, reactivo y largo
intervalo de tiempo de un analito). Calculando reproducibilidad (SR) y el porcentaje de

coeficiente de variacion (CVRi %) por la ecuacién 21y 22.

— 2
Sk = \/; (Ec.21)

x 100

DS
CVgi% =
ri% Prom (Ec.22)
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Como criterio de aceptacion se recomienda trabajar con la siguiente ecuacion 23 en base
al coeficiente de variacion de Horwitz*? , el coeficiente de variacion disminuye con la

disminucion de la concentracion en que se encuentre el analito en la muestra.

CV,,% = 2(1-05)logC (Ec.23)

2.9.6 Exactitud

La exactitud expresa la cercania de un resultado al valor verdadero aplicado a un conjunto
de resultados de ensayo, y supone una combinacién de componentes aleatorios y un
componente comln de error sistematico o sesgo. La validacion de un método busca
cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando tanto los efectos sistematicos
como los aleatorios sobre los resultados. Normalmente la exactitud se estudia con dos
componentes: la veracidad y la precision, la veracidad es una expresion de cuan cercana
se encuentra la media de un conjunto de resultados respecto al valor real 8

No debemos confundir la exactitud con la precision, pues la precision esta relacionada con
la dispersion de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicacién de lo cerca que
esta el valor verdadero. Para que un método sea exacto se requiere de un cierto grado de

precision con el uso de material de referencia.

2.9.6.1 Evaluacion de los resultados

Célculo de exactitud se evalla utilizando las ecuaciones que permitird analizar la parte
estadistica de los valores, verificar que los resultados representan a la misma poblacion

estadistica.

32 (W., 1982)
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. Calcular los promedios de cada nivel

- 2n,Y,
m;=y ="“3——
J ;nij
. Calcular el Sesgo
Sj=yjty

. Calcular la dispersion de los resultados

-t i)
J pj_lizl ij=Yj

. Calcular el error cuadratico medio relativo

2 2
+
ECMRz—M*mo

Y,

. Calcular la desviacion del sesgo

DESRs =

6. Ecuacion de test Grubbs

Ec. (24)

Ec. (25)

Ec. (26)

Ec. (27)

Ec. (28)
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7)?
Ec. (30)
7. Ecuacion de la test de Cochran’s
C= Sfmax
rsh
Ec. (31)

Verificacién de la exactitud

Para realizar la verificacion de la exactitud se aplica de la siguiente manera:

1. Célculo de t experimental

o 51’ AR
exp
Is2
4 Ec. (32)

2. Contrastar con el t tabulado

t

- Sitexp >t tab se puede afirmar ambos valores no difieren significativamente para el
nivel de confianza seleccionando y por lo tanto concluimos que el método satisface la
condicion de exactitud.

- Sitexp <ttab se puede afirmar que ambos valores difieren significativamente para el
nivel de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método no satisface

la condicién de exactitud.

2.9.6.2 Veracidad
La veracidad determina el grado de coincidencia existente entre el valor medio obtenido

de una serie de resultados y un valor de referencia. La evaluacion de la veracidad se

fundamenta en la comparacion de la media de los resultados de un método con relacién a
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los valores conocidos. Se dispone de dos técnicas bésicas: la verificacion con respecto a

los valores de referencia de un material caracterizado o de otro método caracterizado.

2.9.6.3 Sesgo

Es la diferencia entre la expectativa relativa de una medicién y el valor verdadero, es decir
que el sesgo es el error sistematico total en contraposicion al error aleatorio.

Para la determinacion se utiliza un material fortificado, material control, material de
ensayo de aptitud. Para este fin, se debe medir un analito de concentracion conocido y se
determina la diferencia en valor absoluto entre el valor conocido y la media del valor
obtenido. Para la evaluacion del sesgo debemos de considerar la determinacién de la

prueba t, en la cual el t obs< t crit.®

2.9.6.4 Recuperacion

Es la fraccion del analito agregado a la muestra (muestra fortificada) antes del analisis, al
ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar.

La recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al proceso
de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra original.

Como criterio de aceptacion se analizar al menos seis mediciones en lo posible en tres
niveles de manera que los niveles nos permitan entregar la mejor informacién posible

respecto a la capacidad de recuperacion del método, calculada por la ecuacion 33.

Ce_Co>
R=(2—2
(2

(Ec.33)

33 (Moya, 2011)
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2.9.7 Robustez

La robustez es la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para proporcionar
resultados validos en presencia de pequefios cambios respecto de las condiciones del

método. Para su determinacion se puede considerar lo siguiente:

- Conocer las condiciones del medio.

- Definir las condiciones que afectan al método de ensayo.

- Seleccionar el objetivo de evaluacion de la conformidad a ser utilizado, muestras
de referencia y las muestras a determinar.

- Realizar mediciones bajo las condiciones modificadas.

Establecer niveles de influencia para cada una de las variables modificadas, sabiendo que
la prueba de robustez tiene por objeto optimizar el método, describiendo que bajo sus
condiciones establecidas se puede obtener resultados suficientemente exactos, de manera

que la prueba funcione confiablemente si se utiliza en otros laboratorios.3*

2.9.7.1 Disefio experimental de Test de Younden y Steiner3®

Para esta determinacién se aplica el Test de Youden y Steiner para la evaluacién de la
robustez de un método quimico analitico. Este procedimiento permite evaluar el efecto de
siete variables con s6lo ocho anélisis de una muestra.

Para proceder a realizar el estudio de robustez se deben identificar aquellos factores del
método que posiblemente afectarian los resultados finales obtenidos a través de este.
Estas factores estan presentes habitualmente en el método (ejemplo: temperatura,
composicion de fase madvil o soluciones reactivas, pH de solucion, reactivos, flujo gas

carrier, etc.). Para estudiar la robustez se procede a exponer a cada factor a un estudio de

34 (Moya, 2011)
85 (Publica., 2010)
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variable, es decir, cada variable se estudia mediante un valor alto (A, B,...,G) y otro bajo
(a,b,...,g). Una vez establecidos estos valores se disefian ocho pruebas de ensayo como,

por ejemplo, muestra la (Tabla 2.3).

Los factores a estudiar no deben ser necesariamente siete; puede considerarse un nimero
menor de variables. Esto no afectara el balance del disefio del experimento, pero es
importante considerar que siempre se den llevar a cabo los ocho pruebas de ensayo
indicado.

Los resultados de la experiencia analitica obtenidos con las variaciones realizadas en estas
8 pruebas se representan con las letras s hasta la z.

A partir de los resultados puede calcularse el efecto de cada una de las variables haciendo
la media de los cuatro analisis que contienen la variable en su valor mas alto (mayuscula)
y aquellas que corresponden al valor mas bajo (minudscula). Asi, para evaluar el efecto de

la primera variable obsérvese que:

(s+t+u+v)_4A_A
4 N/
(W Y £2)= 4088

4 W 4

a

Es decir, la media de los resultados (s +t+u + v) equivalen a “A” porque las seis restantes
variables presentes en estos cuatro resultados se anulan entre si como consecuencia de que
existen siempre dos mayusculas y dos minusculas de cada variable. Analogamente, la
media de los resultados (w + x +y + z) equivalen a “a”.

Para cualquier otra variable se puede proceder de manera similar, tal como muestra la

tabla siguiente:
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Tabla 2. 3 Prueba de Robustez de Younden y Steiner

Valor de la ANALISIS

condicion
variable
A,a
B,b
C,c
D.d
E.e
F.f
G-’E

RESULTADOS s | ' '

5

m (=R |m |D]0 |E | =

Mm@ ]|2 | =

= [EEC Nl B=N el l==lh=0
[l G (D oo o | > B
e || oo |m |w
= EnBECE Dl E=N Dl =g
D= |0 ]|o|(w
SR M2 e oW

=

Se deben establecer las siete comparaciones posibles, es decir las diferencias entre la

variable de mayor valor versus la de menor valor:

(A_a)! (B_b)! (C—C), (D_d)! (E_e)! (F_f)y(G_g)
De este modo se puede conocer el efecto de cada variable. En este sentido, cuanto mayor
sea la diferencia de los resultados entre el valor mayor y el valor menor (A = X-x), mayor
influencia tendra dicha variable en el método analitico.
Como criterio de aceptacion para la robustez del método se considera que la diferencia

entre el valor alto y el valor bajo sea superior a \2 de la desviacion estandar de la precision

del método (S), es decir:

(X-x) <2 8.

2.9.8 INCERTIDUMBRE.

La incertidumbre de una medicion es el parametro, asociado al resultado de la misma, que

caracteriza la dispersion de los valores que se podrian atribuir razonablemente a la
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magnitud que se mide. En este sentido, es importante que para un método validado o
verificado por el laboratorio, se realice la determinacion de las diferentes fuentes o

componentes de la incertidumbre de la medicion presente:

Muestra

e Efectos de la muestra: tipo matriz

e Sesgo instrumental: debido a las caracteristicas de los equipos utilizados para
realizar las medidas como la deriva resolucion, magnitudes de influencia, Ejemplo:
temperatura

e Pureza de reactivos: materiales de referencia y preparacion de estandares

e Analista: debido a la serie de mediciones, variaciones en las observaciones
repetidas bajo condiciones aparentemente iguales. Ejemplo: paralaje

e Condiciones de medicion: temperatura, humedad etc.

e Otras: el método, uso de tablas, pesada, alicuota, efectos computacionales, etc.

Generalmente para el andlisis de las fuentes de incertidumbre se utiliza el diagrama de
espina de pescado u otro tipo de disefio esquematico que permita con facilidad identificar
las fuentes de incertidumbre presente durante el proceso analitico.

Esta asociada al resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de los valores

que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurado.

Para estimar la incertidumbre es necesario tomar cada fuente y realizar los célculos por
separado a fin de obtener la contribucion de cada una. Por Ejemplo, una desviacion
estandar (o un maltiplo dado por ellas), o la mitad de un intervalo de confianza, algunos
de estos parametros deben evaluarse a partir de la distribucion estadistica de los resultados
de una serie de mediciones y pueden caracterizarse por medio de desviacion estandar

experimentales.®
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Figura 2. 10 Diagrama de espina de pescado para identificar fuentes de
incertidumbre

Condiciones de
I - Efecto de la muestra Otros
Muestreo almacenamiento
Temperatura Volumen/ masa
Preservacion
Humedad Efecto matriz
Tiempo
— - Experiencia Volumen/masa
Calibracion
Temperatura .
¥ .
Presion Funcionamiento Paralelaje
Linealidad e
Temperatura
Condiciones de :
medicion Efectos aparatos e Efecto de analista u ==L =
instrumentos operador

La incertidumbre de la medicién comprende, en general muchos componentes. Algunos
de estos pueden ser evaluados por tipo.
Para ello el laboratorio debera evaluar las incertidumbres de tipo A y B que estan presentes

en el método.

e Evaluacion de incertidumbre de tipo A: evaluacion de un componente por analisis
estadistico de los valores de la medicion, obtenidos en condiciones de
repetibilidad.

e Evaluacion de incertidumbre tipo B: Evaluacion de un componente, incertidumbre

de la medicidn realizada por otros medios distintos a los del tipo A. Ejemplo: la
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evaluacion basada en la informacion obtenida a partir de un certificado de
calibracion, obtenidos a partir de los limites deducirse a través de personal de

experiencia.

La determinacién de la incertidumbre incluye 4 pasos:

e Primero corresponde a las determinaciones de las fuentes de incertidumbre.

e Segundo en expresar los componentes en una incertidumbre estandar

e Tercero combinar las diferentes incertidumbres

e Cuarto es la determinacion de la incertidumbre expandida es decir, multiplicar la
incertidumbre combinada por un factor de cobertura K=2, a fin de entregar un 95%
de confianza, y asi establecer el intervalo entorno al resultado de la medicion en el
cual se puede esperar que se incluya la mayor fraccién de la distribucion de los

valores que se puede atribuir razonablemente al mensurado.

Para la estimacion de la incertidumbre, se asume como un todo al método de ensayo y a
esto se conoce como incertidumbre global (segun la DTA —CRI-011).

Urel = \/( U rel(sistematico))2 + (Urel(aleatorio))2 Ec. (34)

2.9.8.1 Evaluacion de resultados de estimacién de la incertidumbre en base al

componente sistematico.

Urel = \/(DyEi «100)2 + (Syrﬂ % 100)2 Ec. (35)
MR MR
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Estimacion de la incertidumbre

Urel Vijk
100

Uc =

Expandirla para poder expresarla

U =ku, =2k,

Ec. (36)

Ec. (37)
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CAPITULO III

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Metodologia para la determinacion de As en peces
La metodologia experimental optimiza la ejecucion del trabajo considerando aspectos
importantes mencionados en la (Figura 3.1), los cuales nos ayuda a darle seguimiento en

el procedimiento de cuantificacion de las muestras.

Figura 3. 1 Flujograma de trabajo para la determinacion de Arsénico total en Peces

DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL EN MUESTRAS DE PECES POR HG-AAS

Caracterizacion biométrica de las Orestias

Técnica de muestreo

Tratamiento de las muestras

Liofilizacion y criogenizacion del tejido v cabeza de
Orestias

Pesar la muestra y transferir a los tubos de digestion

Disolver la muestra con Acido Nitrico concentrado
{Subbaoiling) y Perdxido de Hidrdgeno al 30%

Digestion de muestras por Horno Microondas de 55 a
200 °C por 35 min.

Disolver la muestra con agua 18-D hasta un volumen final
de 10 ml

Preparacion de las solucion patron de 100 pg As/L
Preparacion de estandares de un range de 05,5 pg As/L

Lecturas de los estandares y muestras por HG-AAS
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3.2 Tecnicas de Muestreo

Las muestras de Orestias (Anexo A) fueron recolectadas en las zonas de Huatajata
(Comunidad Chilaya) y Escoma (Comunidad Villa Puni) ambas ubicadas a orillas del
Lago Titicaca.

Los peces se producen por los meses de invierno, la pesca se realizé el mes de septiembre
temporada humeda, las muestras fueron recolectadas a tempranas horas del dia como 6:30
am, para ello el sistema de pesca se realiza empleando redes de nylon de mallas finas que
son colocadas para la pesca nocturna, estos fueron recolectados utilizando botes de
madera, las muestras fueron depositadas en baldes para su posterior clasificacién, luego
rotuladas y envueltas en papel aluminio, refrigerando en un recipiente de plastico llevando
a una temperatura aproximadamente a 4 °C para la conservacion durante el traslado a

laboratorio.

3.2.1 Caracteristicas Biométricas de las Orestias
En el altiplano boliviano, los peces que se consumen con mayor proporcion son aquellos

que provienen de la cuenca del Lago Titicaca.

3.2.2 Caracteristicas de los peces Orestias Agassi y Orestias luteus

3.2.2.1 El Carachi Negro (Orestias Agassi)

e Su distribucién geogréafica abarca a todo la cuenca del lago Titicaca.

e Se distinguen por su excesivo polimorfismo.

e Tienen una coloracion variada, especialmente en los estadios juveniles. Los
ejemplares adultos, son mas negros en el dorso y mas claras en los flancos y
blancos en el vientre.

e El peso y tamafio promedio es de 47 g y 149 mm respectivamente.

e Es capturado conjuntamente con el Carachi amarillo, en zonas de abundante

vegetacion acuética.
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Figura 3. 2 Caracteristicas Biometricas de Orestias agassi

CARACTERISTICAS MACHO | HEMBRA
(mm)

Longitud total (ab) 149 150
Longitud estandar (ac) 145 128
Altura Max. de cuerpo (de) 36 40
Altura Max. de la cabeza (fg)

33 38
Altura del pedinculo caudal
(hi) 17 19
Diametro del ojo (jk) 5 5.3
Peso (gramos) 47 58

3.2.2.2 Carachi amarillo (Orestias Luteus)

Es un pez tipico del litoral lacustre, realiza desplazamientos verticales entre el dia

(superficie) y la noche (fondo), se alimentan de moluscos.
El peso y tamafio promedio es de 40 g y 138 mm respectivamente

Se reproduce entre los meses de invierno seco.

Sus poblaciones han sufrido un importante declive a causa de la proliferacion de

pejerreyes y de una pesca quizas inadecuada.
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Figura 3. 3 Caracteristicas Biométricas de Orestias luteus

CARACTERISTICAS HEMBR
MACHO
(mm) A

Longitud total (ab) 143 146
Longitud estandar (ac) 138 130
Altura Max. de cuerpo (de) 36 44
Altura Max. de la cabeza (fg) 334 37,2
Altura del pedinculo caudal

> 17 18,4
(hi)
Diametro del ojo (jk) 55 4.8
Peso (gramos) 40 52

3.2.3 Pre tratamiento de las muestras en laboratorio

3.2.3.1 Clasificacion de las muestras

Las muestras de pescado fueron separadas segun el tamafio: medianos y grandes en grupos
de4-7cm (G-1)y7-14 cm (G-2), se recolectaron alrededor de un total de 25 unidades

de peces por zonas posteriormente las visceras y las escamas fueron separadas empleando

un cuchillo de titanio, lavando el tejido varias veces con agua destilada y desionizada, una

vez realizado se separd la cabeza y el cuerpo para ser trabajadas de forma individual.

Ambas partes tanto la cabeza y el cuerpo (tejido) fueron picadas con un bisturi en
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particulas de tamafio maximo de 0,5 cm de didmetro y colocados en tubos falcon estos
fueron cubiertos con tapas herméticas de goma y puestos en pre-congelacion a -20 °C para

su liofilizacion.

3.2.3.2 Liofilizacion de tejido y cabeza de Orestias

Cada muestra de tejido como cabeza fue cortada con bisturi y pre congelados a -20 ° C
para liofilizar. La liofilizacion fue trabajada por lotes de cuatro a una temperatura de -50
°C y un vacio de 90x10° mbar durante ocho horas trabajadas en instalaciones del
(Laboratorio de Calidad Ambiental — LCA). Una vez liofilizadas, las muestras fueron
trituradas en una licuadora y posteriormente llevadas a criogenizacion donde 10 g de
muestra es colocada a en recipiente de teflon afiadiendo un poco de nitrégeno liquido
donde la temperatura alcanza aproximadamente —100°C, a partir del cual se fragiliza de
tal forma que puede molerse con mucha facilidad, se cierra herméticamente hasta lograr

un polvo fino, las muestras fueron guardadas herméticamente bajo refrigeracion a 4°C.

3.3 Metodologia Experimental

Instrumental
Para el tratamiento de la muestra se utilizé un Digestor de Microonda Marca Anton Paar

- Multiwave.
Para determinar la presencia de As en peces y cuantificar las muestras recolectadas, se

utilizé un Espectrofotometro de Absorcion Atémica Perkin Elmer AAnalyst 100 con

Generador de Hidruros Perkin EImer FIAS con sus respectivas lamparas.
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Materiales y reactivos

Todos los materiales de vidrio y plastico fueron lavados con agua corriente y detergente
neutro. Luego se lavo con acido clorhidrico al 10 % y se los enjuago con agua corriente,
finalmente se realiz6 un enjuague con agua destilada y agua ultra pura. Los reactivos
utilizados para el analisis fueron de grado analitico y se comprob6 en su ficha técnica.

El agua empleada para la preparacion de las soluciones de reactivos y estandares fue de
grado ultra pura 18-D (18,2 MQ/cm).

3.3.1 Tratamiento de la muestra

3.3.1.1 Digestion de muestras por (Horno Microondas)

Las muestras fueron tratadas realizando una adaptacion segun al método oficial de la

AOAC?®, como se describe a continuacidn.

Reactivos
e Acido Nitrico 65% p.a. (Anedra). Subboiling para analisis de trazas
e Perdxido de Hidrogeno 30% v/v (W&Z Winkler L.T.D.A)
e Agua18-D (18,2 MQ/cm)

Material y Equipo
e Matraz aforado de 10, 50, 100 mL (clase A)
e Probeta de 50 mL
e Vasos de digestion: recipiente de tefl6n o cuarzo
e Balanza Analitica marca Sartorius i-100

e Microondas (Anton Paar-Multiwave; rotor de 6 vasos de cuarzo)

3 (AOAC)
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Procedimiento

Pesar aproximadamente 0,30 + 0,02 g de la muestra en un vaso de digestion
Adicionar 4 ml de acido nitrico concentrado esperar alrededor de una hora para que
pueda destruirse la materia organica

Adicionar 2 mL de peroxido de hidrogeno al 30 % v/v dejando en reposo por 15 min
Cerrar el vaso de digestion (ajustar cuidadosamente la llave de cierre) y colocar el
recipiente en el carrusel.

Realizar la digestion siguiendo los pasos que se describen en la Tabla 3.1 desde una
temperatura de 35°C a 200°C en 35 min, manteniendo la temperatura final por 10
min.

Enfriar el sistema y dejar reposar a temperatura ambiente y transferir la muestra
digerida a un matraz aforado de 10 mL y aforar con agua 18-D (18,2 MQ/cm)
(Anexo A2).

Finalmente las muestras digeridas y debidamente aforadas, junto con los
correspondientes blancos se guardan en recipientes de plastico, conservandose a 4

°C en ausencia de luz a 4°C hasta su correspondiente analisis.

3.3.1.2 Descripcién del programa de digestion Antor Para

El programa de energia representa un generador de consigna que se ejecuta un perfil de

potencia / hora que consiste en tres fases. Cada fase comprende el calentamiento por

microondas, una potencia inicial el tiempo de duracion de la energia, un fuerza extremay

un ventilador de paso de energia para el mddulo de escape.

Potencia (W): potencia inicial y al final del calentamiento por microondas
Tiempo (T1): tiempo de duracion igual a la potencia final

Ventilador: paso de potencia del mdédulo de escape.
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Tabla 3. 1 Programa de digestion Horno Antor Paar

Potencia Potencia
Paso T1 Ventilacién
(W1) (W2)
1 100 05:00 500 1
2 800 15:00 800 1
3 0 15:00 0 3

Fuente: Elaboracién Propia

3.3.1.3 Preparacion de soluciones

El material de vidrio empleando fue lavado con bastante agua corriente y agua destilada,

posteriormente se dejo durante toda la noche en &cido clorhidrico al 10% (para evitar

posible contaminacién) antes de ser usados se lavd varias veces con agua 18-D (18,2

MQ/cm), asi mismo todas las soluciones fueron preparadas con agua 18 — D como se

muestra a continuacion.

Reactivos

Solucion estandar de Arsénico 1000 ppm (Perkin Elmer)
Acido Clorhidrico 37% p.a. (J.T.Baker)
Acido Ascorbico 99% (SIGMA ALDRICH)

loduro de Potasio 99% (SIGMA ALDRICH)
Borohidruro de Sodio 96% (SIGMA)

Hidroxido de Sodio 98% p.a.(MERCK)
Agua 18-D (Resistividad < 18,2 MQ/cm)
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Material y Equipo

Matraz aforado de 50 y 1000 mL (clase A)
Micro pipetas Eppendorff de 200, 1000 pL
Vaso de precipitado de 50 mL.(clase A)
Probeta de vidrio graduado de 50 y 100 mL

3.3.1.4 Soluciones patrones de 100ppb

Las soluciones utilizadas para la calibracion se preparan a partir de un estandar que tiene

una concentracion de 1000 ppm, por otro lado la solucion debe ser acidificada con HNO3

(bi-destilado) siendo esto muy importante porque permite la estabilidad del estandar.

Procedimiento

1.

Se toma 0,1 mL de la solucién estandar de 1000 mg/l (ppm) y se lleva a un volumen
de 100 mL con agua 18 — D (18,2 MQ/cm), obteniéndose asi una solucién de 1000
Hg As/L (ppb).

Para obtener una concentracién de 100 pg As/L se toma 10 mL de la solucién de

1000 ppb y se lleva a un volumen de 100 mL con agua 18 — D.

3.3.1.5 Solucion de NaBH4/ NaOH
La solucion de NaBH4 0,2%/ NaOH 0,05% fue preparada diariamente.

1.

2
3.
4

Se pesan 2,08 g de, Borohidruro de Sodio (NaBHa).

Se pesan 0,519 de Hidroxido de Sodio (NaOH).

Se disuelven cada uno separadamente con agua 18-D.

Se transfiere a un matraz aforado de 1000 mL arrastrando todo remanente de cada
vaso.

Se afora con agua 18-D (18,2 MQ/cm).
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Solucion de HCI
La solucién de trabajo de HCI 10% fue preparada:
1. Medir 100 ml de Acido Clorhidrico concentrado en una probeta de 100 mL
2. Transferir a un matraz aforado de 1000 mL arrastrando todo el remanente de la
probeta.
3. Aforar con agua 18-D (18,2 MQ/cm).

3.3.1.6 Solucién de yoduro de potasio /acido ascérbico (K1/ CsHsOs)
Procedimiento
Las soluciones de K1 5% y Acido Ascérbico 5% fueron preparadas habitualmente:

1. Pesar5 g de Yoduro de Potasio, Kl

2. Pesar en forma separada 5 g de Acido Ascorbico, C6H806

3. Transferir a un matraz aforado de 100 mL lavando varias veces Yy arrastrando todo

remanente del vaso
4. Aforar con agua 18-D (18,2 MQ/cm).

3.3.2 Procedimiento de preparacion de estdndares y muestras para su analisis

Curva de calibracion
Para llevar a cabo el analisis fue necesaria la preparacion de estandares de concentraciones
de 0 a 5,5 ug As/L a partir de la solucién patron de 100 pug As/L.
1. Se tomaron los volumenes respectivos para obtener soluciones en el intervalo de
concentraciones de 0 a 5,5 pg As/L las mismas fueron llevadas a un matraz aforado
de 50 mL.
2. Se adicion6 a cada estandar 5 mL de acido clorhidrico concentrado y 5 mL de una
mezcla de (loduro de Potasio y Acido Ascorbico).
3. Seafora con agua 18-D (18,2 MQ/cm) homogenizando y se deja en reposo 45 min

a temperatura ambiente para la lectura.
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Preparacion de Muestras

Se preparan los estdndares para la determinacion del contenido total de arsénico en
muestras de peces, realizando posteriormente la evaluacion de la linealidad

Las muestras digeridas y los correspondientes blancos de digestion se analizaron mediante

HG-AAS, por el cual se trataron las muestras por el siguiente

Procedimiento:

1. Setomaron las muestras digeridas realizadas por horno microondas.

2. El residuo obtenido se re disolvio en 3 mL de agua 18-D y se adiciondé 1 mL de
acido clorhidrico concentrado y 1 mL de una mezcla de (Yoduro de Potasio y Acido
Ascorbico).

3. Se afora con agua 18-D (18,2 MQ/cm).homogenizando la mezcla resultante a un
volumen final de 10 mL y se deja en reposo 45 min a temperatura ambiente para su

analisis.

3.4 Determinacion de la linealidad
Para determinar la linealidad del método se realizan los siguientes pasos:
1. Se preparan curvas de calibracion de un rango de concentracién (0 - 5,5 pgAs/L),
con el objetivo de obtener un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0,999.
2. Utilizando los criterios de parametros de validacion - linealidad, se realizan cinco
lecturas de cada concentracion preparadas de forma independiente (Anexo B.1)

3. Se calcula el coeficiente de correlacion, intercepto y pendiente.

3.5 Determinacion del limite de deteccion y cuantificacion
Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se puede establecer
mediante.

1. Mediciones en blancos fortificados 8 mediciones por duplicado

2. Considerar los datos del estudio de linealidad
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3.6 Determinacion de la precision
Para la determinacién de la repetibilidad y la reproducibilidad se realiza lo siguiente:
1. Se considera los valores de la linealidad en 6 niveles de concentracion por
cuadruplicado.
2. Considerar para la repetibilidad misma muestra, método, laboratorio, reactivos,
condiciones ambientales, tiempo, personal.
3. Considerar para la reproducibilidad misma muestra, método, diferente equipo,

reactivos, condiciones ambientales, tiempo personal.

3.7 Determinacion de la exactitud
Para la determinacidn de la exactitud se recomienda lo siguiente:
1. Considerar los datos del intervalo lineal
2. Considerar los datos de muestra fortificada

3. Realizar al menos 8 mediciones por duplicado

3.8 Determinacion de la robustez

Para el estudio de la Robustez se procede a exponer a cada factor a un estudio de variable,
es decir se expone a una variacion respecto a la establecida en el método es decir que cada
variable mediante un valor alto (A, B, C, D y E) y otro bajo (a, b, ¢, d y €) una vez disefiada
se realizan ocho pruebas de ensayo. Para esta determinacion se aplica el Test de Youden
y Steiner para la evaluacion de un andlisis quimico analitico el procedimiento te permite
evaluar variables con solo ocho analisis de una muestra.

Para la seleccion de las variables de estudio; se toma en cuenta algunas observaciones

durante el anélisis. Por ejemplo:
1. Temperatura: Durante el andlisis varia la temperatura.

2. Equipos: realizar las lecturas con dos equipos con las mismas caracteristicas pero

condiciones diferentes,
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Tiempo de agitacion: considerar el tiempo de agitacion
Tiempo de reaccion: realizar las lecturas en el transcurso de los 45 min.
Reactivos: utilizar reactivos de diferentes marcas.

Analista: trabajar en el analisis con diferentes analistas

N o o bk~ o

Mineralizacion de muestra: considerar el tiempo de mineralizacién al adicionar los

reactivos como el acido nitrico y peroxido de hidrogeno

3.9 Determinacion de la estimacion de la incertidumbre en base a datos
de validacion.

Para determinar la estimacién de la incertidumbre se trabaja en base a los datos generados
realizados con los anteriores parametros, especificando el factor de cobertura y el
porcentaje de confianza
La sistematica para la estimacion es:

1. Calcular la precision intermedia Sw

2. Calcular la desviacion del sesgo DESRs

3. Combinar ambos componentes en términos relativos:
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Validacion de método de arsénico total en peces

Para la validacion se realizaron pruebas en muestras de peces considerando ademas

muestras fortificadas.

4.1.1 Resultados de la prueba de linealidad

En la siguiente tabla, se presentan los resultados de las pruebas experimentales para la
determinacion de la linealidad, para ello realizamos 20 lecturas en seis niveles de

concentraciones diferentes (Anexo B.1), en resumen mostramos la (Tabla 4.1).

Tabla 4. 1 resumen de resultados experimentales para la determinacion de la
Linealidad

Concentracion )
NIVEL (ug As/L) Area (Y=J)

(Y™
1 05 0,512
2 15 1,513
3 2,5 2,513
4 35 3,512
5 45 4,512
6 55 5,511

Fuente: Elaboracion propia

En la siguiente tabla se presenta la evaluacién de los resultados en base al test de

Cochran’s.
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4.1.1.1 Evaluacién de resultados experimentales para la determinacién de la
linealidad segun el test de Cochran’s.

En la tabla, se presenta el trabajo estadistico para la evaluacion del método de descarte de

G de Grubbs y la C de Cochran’s.

Tabla 4. 2 Resumen de evaluacion de los resultados experimentales, para la
determinacion de la linealidad

sEEEeEr=E L=

0,511 0,396

ugo/fle 0,511 0,512 0,396 2,708 ACEPTA 0,319 0,389 ACEPTA
0,512 0,264
0,514 1,583
1,511 0,859
1,510 1,217

ug]fle 1,516 1,513 0,931 2,708 ACEPTA 0,302 0,389 ACEPTA
1,516 0,391
1,514 0,215
2,510 1,604
2,514 0,535

ugz,fle 2,513 2,513 0,000 2,708 ACEPTA 0,334 0,389 ACEPTA
2,515 1,069
2,513 0,000
3,511 0,614
3,513 0,920

ugS';\SS/L 3,512 3,512 0,153 2,708 ACEPTA 0,319 0,389 ACEPTA
3,513 0,920
3,510 1,382
4,510 1,095
4,511 0,487

ug4;/L 4,513 4,512 0,730 2,708 ACEPTA 0,238 0,389 ACEPTA
4,511 0,487
4,514 1,339
5,499 1,502
5,515 0,427

ugs,fs/L 5,510 5,511 0,331 2,708 ACEPTA 0,368 0,389 ACEPTA
5,515 1,185
5,515 0,220

60



Considerando la evaluacion estadistica y cerciorando de que cumple la condicién de C tab
> C cal y G tab > G cal verificando decimos que se acept6 todos los valores experimentales
debido a que cumplen con la condicidn. A partir de ellos damos paso a la determinacién
de la linealidad y rango de trabajo.

4.1.1.2 Evaluacion de datos para la determinacion de la linealidad

Para la evaluacion de la linealidad los datos experimentales se evaluaron en base a la
covarianza y la t de student.
En la evaluacion para la determinacion de la linealidad se considero trabajar con las

concentraciones con la (Tabla 4.3) representados en concentracion de pg As/L.

Tabla 4. 3 Valores para establecer el rango de trabajo.

_ 0,5 0,512
_ 1,5 1,513
_ 2,5 2,513
_ 3,5 3,512
_ 45 4,512
_ 5,5 5,511
@ 100
meopo@ oo
Cosierte cecoracion(r) 1000
eamiado a2
taeso 2@
Coaramacov) 2818

Fuente: Elaboracion propia

Con los resultados se realiza el analisis estadistico, hallando la covarianza y el modelo

lineal como: intercepto, pendiente, coeficiente de correlacion, ademas teaiculado.
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Con los valores hallados consideramos el criterio de aceptacion con la t — Student para la

evaluacion de la linealidad.

t car = valor estimado de la t student obtenido para el coeficiente de correlacion
r = valor absoluto del coeficiente de correlacion
p - 2 = nimero de grados de libertad

r2 = valor del coeficiente de determinacion

Para la determinacion de t ca Se trabaja con un grado significativo del 95 % y (p — 2)

grados de libertad comparando con el valor tabulado para el nivel de confianza requerido

(o0 =0,05), para ello se usa los niveles de calibracion “p”, el valor critico es verificado en

(AnexoE1, t - Student): para 4 grados de libertad, a = 0,05, t tab = 2,132, mostrada (Tabla

4.4)

Tabla 4. 4 VValor critico

1cola 90% | 95% 97.5% 99%  99,5%

\ 0.10 0.05 0.025 | 0,00 | 0,0015

v
1 | 3.078 | 6.p1a | 32.706 | 31.821 | 63.657
> | 1.286 | 2.p20 | 2203 | 6565 | 9.925
3 11038 | 2953 | 3382 | a.sa1 | e
a1 1833 | 21332 | 2.776 | 3747 | 4604
B | 147671 2.015 | 2.571 | 3.365 | A.032
6 | 1240 | 1933 | 2.237 | 3.143 | 3.707
7 I1.215 | 1.806 | 2.365 | 2.992 1.299

t cal | 4483,225 |
t tab | 2,132
COoV | 2,916

Considerando el criterio de aceptacion con t- Student decimos: tcal 4483,225 >t tab 2,132

esto quiere decir que existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del

método, obteniendo como conclusion que el intervalo estudiado es lineal.

Con los datos del modelo, se considera evaluar los criterios de aceptacion

COV =0 Sistema esta correlacionado

62



COV <0 El sistema tiene proporcionalidad indirecta
COV > 0 El sistema tiene proporcionalidad directa

La covarianza calculada fue 2,916 es mayor a 0, se determina que el sistema es
directamente proporcional, por lo que el modo es lineal entre los rangos de 0,5 a 5,5 g
As /L en muestras de pescado.

El siguiente gréafico se construye con los valores obtenidos en de (Tabla 4,3)

Figura 4. 1 Linealidad de los valores experimentales
6,000
5,000
4,000

3,000

Area

2,000

1,000
V=0,0997%+0,013
RE=1
0,000
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion de As {pg/L)

Fuente: Elaboracion propia

Con la evaluacion estadistica de la t de student se demuestra que se cumple la correlacién
entre las lecturas obtenidas en la parte experimental, en cuanto a la covarianza el sistema
demuestra que es proporcional. El rango de trabajo es de 0,02 a 5,50 pgAs/L total en

muestras naturales.
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4.1.1.3 Verificacion de la linealidad a concentraciones menores a 2,5 ugAs/L.

Para demostrar la linealidad a concentraciones menores a 2,5 ug/L se requiere cumplir
algunos criterios realizados anteriormente en la que estadisticamente se puede justificar
esa linealidad para ello se construye una (Tabla 4.5) absorbancia vs concentracion
graficando tenemos (Figura 4.2)

Tabla 4. 5 Verificacion de la linealidad a una concentracion menor a
2,5 ug As/L

0,008
0,017
0,024
0,047
0,057
0,081
31,0047
0,00006
0,9996
69,698
2,132
0,020

Fuente: Elaboracion propia

Analizamos la linealidad considerando el criterio de aceptacion t- Student y decimos que
tcal > t tab esto significa que existe correlacion entre los valores de referencia obteniendo

como conclusion que el intervalo estudiado es lineal.
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Figura 4. 2 Absorbancia vs Concentracion

0,090
0,080
0,070
0,060
0,050
0,040
0,030
0,020
0,010
0,000

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Concentracion de As (pg /L)

Absorbancia

y=0,0322x + 6E-05
R>=10,9992

Fuente: Elaboracion propia

4.1.2 Resultados de las pruebas de limite de deteccion y cuantificacion

La evaluacioén del limite de deteccion y cuantificacion se trabajé a partir de los valores de
la (Tabla 4.6) donde nos indica que la concentracion minima detectable para la
determinacion de arsénico en matrices de peces es 0,016 pg As/L y el valor minimo

cuantificable para la matriz es 0,022 pg As/L.

Tabla 4. 6 Limite de deteccion y cuantificacion para la determinacion de As

0,512
1,513
2,513
3,512
4512
5,511
1,000
0,013
1,000
0,001 Calculo del limite de

deteccion y cuantificacidn
<+ —
0,016 LOD=a+3*Sxfy

0,022 LOQ = a+ 10*S xfy
Fuente: Elaboracion propia
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LOD =0, 013 +3*0,001 = 0,016 pg As/L
LOQ =0, 013 +10*0,001 = 0,022 pg As/L

Segun los criterios de parametros de validacion — limite de deteccion y cuantificacion se
recomienda tener en consideracion la realizacion 8 lecturas de un blanco fortificado con
un contenido de analito de 2ug As/L (Tabla 4.7) para evaluar el criterio de aceptacion. Un
criterio de aceptacion adecuada es LC < LOD < LOQ que nos indica el valor verdadero

de la media.

Tabla 4. 7 Valores de concentracion de un blanco fortificado para el calculo del
limite de deteccién y cuantificacion

Resultado
(MgAS/L)
1,990
1,958
2,024
2,124
2,059
2,016
1,972
2,270
Promedio 2,052
Sxly (SD) 0,103

Fuente: Elaboracién Propia

Muestra

0O ~NO Ol WN -

LOD = Limite de deteccion

DS = Desviacion estandar

Si: t (0,05, ) 1,645 valor determinado de la t student (Anexo E1, t - Student)

LC =t (1-a; v) *DS
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t =t — student
1-a =probabilidad b
v = Grados de libertad

DS = Desviacion estandar de las lecturas del blanco fortificado

4.1.2.1 Determinacioén del valor critico

LC =1,645*DS

LC = 1,645*0,103 = 0,169 pg As/L

Evaluando el limite de deteccién (LOD) y cuantificacion LOQ) tomamos en cuenta la
siguiente ecuacion:

LOD =2t @-«v*SD LOQ =10*SD

Decimos que: sit (0,05,0) —» 1,645

LOD = 3,29*DS

Entonces el valor determinado seré:

LOD = 3, 29*0,103 = 0,339 g As /L
LOQ = 10*DS = 10*0,103 = 1,028 ug As /L

LC<LOD << LOQ
0,169 <0,339< 1,028

En este sentido, se puede decir que cumple con la condicién de criterios de aceptacion.
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4.1.3 Determinacion de precision

La precision se podra establecer en términos de repetibilidad y reproducibilidad, para ello

se trabaja con diferentes concentraciones de 6 niveles (Anexo C1), cada concentracion por

cuadruplicado para esta prueba es significativa debido a que los datos obtenidos ver (Tabla

4.8) nos ayudard a evaluar la precision.

Tabla 4. 8 Datos para la determinacion de Repetibilidad y Reproducibilidad

TA

= N = N2 ENSAYI

0,503
0,481
0,502
0,495
0,513

0,5 ug As/L

0,512
0,509
0,498
0,503
0,512

0,512
0,508
0,495
0,493
0,485
Fuente

VR

N
0,514 1,539
0,496 1,510
0,513 1,550
0,489 1,581
0,511 1,544

1,5 ug As/L

1,518
1,476
1,492
1,513
1,498

: Elaboracion propia

1,518
1,476
1,519
1,547
1,551

1,510
1,486
1,520
1,570
1,480

La preparacion y lecturas las efectu6 cada analista utilizando la misma solucion patrén de

As, la evaluacion de los resultados se realiza para cada nivel segun el criterio mencionado

en parametros de validacion — precision, las mismas se muestras a continuacion ver (Tabla

4.9).

PROMEDI
O
0,510

0,499
0,502
0,495
0,505

T3

Tabla 4. 9 Célculo para el primer nivel

NUMER

@)

B - N I

DS

0,005
0,013
0,008
0,006
0,014

T1

2,040
1,996
2,008
1,980
2,020
10,044

T2

1,040
0,996
1,008
0,980
1,020
5,045

Fuente: Elaboracion propia

T4

16
16
16
16
16
80

T5

0,000
0,001
0,000
0,000
0,001
0,001
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A continuacion se observan los calculos realizados para el primer nivel, los resultados de

los otros niveles se muestran en (Anexo.C2)

Primer nivel
T3
PROMEDI NUMER DS T1
O (@)
0,510 4—9.4995—;2,040
0,499 4 0,013 1,996
0,502 4 0,008 2,008
0,495 4 0,006 1,980
0,505 4 0,014 2,020
20 10,044

T2 T4 T5
1,040 16 0,000
0,996 16 0,001
1,008 16 0,000
0,980 16 0,000
1,020 16 0,001
5,045 80 0,001

Fuente: Elaboracion propia

Se determina la desviacion estandar de las cuatro replicas DS = 0,005 y para hallar T1,

T2, T3, T4y T5 como se aprecia en el cuadro, se calcula de la siguiente manera, tomando

en cuenta que n = numero de réplicas:

T1 —>»

T2 —»

5 —

T1=3n"*%

T1=4*0,510 = 2,040

T2=5n*x?

T4=5n?2

T5= (n — 1)*Ds?

T2=4%*0,510%=1,040

T4=42=16

T5 = (4-1)*0,005% = 0,000075

Los resultados se reportan con tres digitos, en cuanto a T5 apreciando el resultado

0,000075 y poder reportar en la tabla lo redondeamos teniendo 0,000.
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En la determinacion de Sr?, SL2, SR?, m®, Sr'y Sw se calcula de la siguiente manera:

2 _ T
Sr? —> Sz = T3fp
S2 = E’f’s‘; = 0,000

Ty XT3 T3(P-1)

—T2
sL? > St = G i)

20(5 — 1)
ol Zave Ll
0,000%)(—555—

(5,045 x 20 — 10,0442

80) = 0,000
20 )

2 _
=

SR? —>  SE=S2+S57

$2 = 0,000 + 0,000 = 0,000

Sr —* - =+/S2

Sw - r:\/S—E

S, =+/0,00010 =0,010



El resumen de resultados realizados para cada una de las ecuaciones mostradas

anteriormente se muestra en la (Tabla 4.10)

Tabla 4. 10 Resumen de datos experimentales de repetibilidad, reproducibilidad y
precision intermedia

Nivel P Sr2 SL2 SR2 m» Sr Sw
Nivel 1 5 0,001 -7,27E-05 0,001 0,502 0,010 0,010
Nivel 2 5 0,001 3,37E-04 0,001 1,520 0,032 0,025
Nivel 3 5 0,001 1,07E-04 0,001 2,511 0,038 0,037
Nivel 4 5 0,001 2,84E-04 0,002 3,511 0,040 0,037
Nivel 5 5 0,003 -2,41E-04 0,002 4,498 0,049 0,051
Nivel6 5 0,002 5,06E-04 0,002 5,515 0,046 0,040

Fuente: Elaboracion propia

Sr = Repetibilidad

SL = variacion intralaboratorio
SR = Reproducibilidad

Sw = Precision Intermedia

m ” = Promedio de cada nivel

4.1.3.1 Criterio de aceptacion para la precision

El criterio de aceptacion para la precision se realiza en base al coeficiente de variacion de

Horwitz.
En este sentido se establece para la repetibilidad el CVr% obtenido debe ser < (CVh%/2)

y en el caso de la reproducibilidad interlaboratorio el CVR% < CVh%, para la
reproducibilidad interna (intralaboratorio) CVRi% < (2CVhRri%/3).
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Para realizar la evaluacion de los criterios de aceptabilidad para la reproducibilidad y

repetibilidad en base al coeficiente de Horwitz trabajamos de la siguiente manera:

Ensayistas 1, (Tabla 4.11) datos de lectura de repetibilidad

(Tabla 4.12) promedio parcial de cada nivel para la evaluacion segun el criterio de

aceptabilidad.

Ensayistas 2, (Tabla 4.13) datos de lecturas de reproducibilidad

(Tabla 4.14) promedio parcial de cada nivel para la evaluacion segun el criterio de

aceptabilidad.

DS = Desviacion de estandar

CVr% = Porcentaje de coeficiente de variacion (repetibilidad)

CVh% = Porcentaje de coeficiente de variacion de Horwitz

CVRIi% = Porcentaje de coeficiente de variacion (Reproducibilidad)

CVhRIi% = Porcentaje de coeficiente de variacion de Horwitz

Muestra Rep.1

1

2
3
4

Tabla 4. 11 Datos de lectura de repetibilidad

0,503
0,512
0,512
0,514

Fuente: Elaboracion propia

Nivel 1
Rep.2
0,502
0,498
0,495
0,513

Rep.3
0,513
0,512
0,485
0,511

Rep.1
1,539
1,518
1,518
1,510

Nivel 2
Rep.2
1,550
1,492
1,519
1,520

Rep.3
1,544
1,498
1,551
1,480
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Ejemplo de calculos de repetibilidad Nivel 1
Hallamos el promedio del primer nivel de la tabla 4.11 de forma vertical como resultados

tenemos:

2. (Rep.1 + Rep.2 + Rep.3)
n

0,503 + 0,502 + 0,513
Prom.N1 = 3 = 0,506 pgAs/L

En la determinacion de los resultados de la tabla 4.12 para el nivel 1 tenemos:
Prom =0, 5058
Ds =0, 0064

Prom.N1 =

0,0064

CVr% =
% 0,5058

x 100 = 1,26

Ecuacion de coeficiente de variacién de Horwitz:

CVh% = 2(1—0,5)lOgC
Donde:

C = Valor nominal del analito expresado en potencia de 10

Este valor se obtiene aplicando la teoria de Horwitz-Thompson, en este caso trabajamos
con un valor proximo a los cinco niveles, revisando la tabla de Horwitz (Anexo E1)
trabajamos con 1ppm el valor nominal indica 10° dicho esto se calcula de la siguiente

manera tanto para los célculos de la reproducibilidad y repetibilidad.

2(1—0,5) logC
CVh%

2(1—0,5)log0,5><10—9

CVh% > = 25,12%
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Tabla 4. 12 Promedios parciales de cada nivel de la repetibilidad

Muestra Prom.N1 Prom.N2 Prom.N3 Prom.N4 Prom.N5 Prom.N6

1 0,506 1,544 2,521 3,531 4,491 5,561
2 0,507 1,503 2,524 Szl 4,537 5,496
3 0,497 1,529 2,534 3,516 4,539 5,543
4 0,513 1,503 2,513 3,520 4,447 5,917
Prom. 0,506 1,520 2,523 3,520 4,504 5,529
DS 0,006 0,020 0,009 0,007 0,044 0,029
CVr% 1,26 1,35 0,35 0,20 0,98 0,52

CVh% 25,12 21,29 19,71 18,73 18,04 17,51
Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo a Horwitz CVr% podemos decir que se cumple el criterio de aceptabilidad.
CVr% < (CVh%l/2)

Tabla 4. 13 Datos de lectura de reproducibilidad

Nivel 1 Nivel 2
Muestra Rep.1 Rep.2 Rep.l Repl.2
1 0,481 0,495 1510 1,581

2 0,509 0,503 1,476 1,513

3 0,508 0,493 1,476 1,547

4 0,496 0,489 1,486 1,570
Fuente: Elaboracion propia

Ejemplo de célculos de reproducibilidad Nivel 1
Hallamos el promedio del primer nivel de la (Tabla 4.13) de forma vertical como
resultados tenemos:

Y.(Rep.1 + Rep.2)
n

= 0,488 pgAs/L

Prom.N1 =

0,481+0,495
Prom.N1 = —————
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En la determinacion de los resultados de la (Tabla 4.14) para el nivel 1 tenemos:
Prom =0, 4968
Ds =0, 0080

0,0080

Vo:% =
CVri% 0,4968

X 100 = 1,62

Ecuacidn de coeficiente de variacion de Horwitz:

CVy% = 2(1-0,5)logC
Donde:
C = Valor nominal del analito expresado en potencia de 10
Este valor se podra obtener aplicando la teoria de Horwitz-Thompson.
2 X 2(1—0,5) logC

3

2 % 2(1—0,5)logo,5x10-9

CVhRi% = 3 = 33,48

CVihri%

Tabla 4. 14 Promedios parciales de cada nivel de la reproducibilidad

Muestra Prom.N1 Prom.N2 Prom.N3 Prom.N4 Prom.N5 Prom.N6

1 0,488 1,545 2,506 3,493 4,525 5,488
2 0,506 1,495 2,498 3,509 4,459 5,475
3 0,501 1,511 2,518 3,522 4,473 5,492
4 0,493 1,528 2,455 3,465 4,500 5,525
Prom. 0,497 1,520 2,494 3,497 4,489 5,495
DS 0,008 0,022 0,027 0,025 0,029 0,021
CVR% 1,62 1,44 1,09 0,70 0,65 0,39

CVhRI% 33,48 28,38 26,28 24,99 24.06 23,34
Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo a Horwitz CV% podemos decir que se cumple el criterio de aceptabilidad.
CVRI % < (2CVhRi %/3).



4.1.3.2 Analisis de resultados para la determinacién de la precision intermedia
Los resultados experimentales obtenidos se utilizan para realizar el cuadro de evaluacion
de la precisién intermedia ver (Tabla 4.15)

Tabla 4. 15 Evaluacion de los datos en la determinacion de la precision intermedia.

0,510 1,361

0,499 0,628
0,502 0,036 1,715 ACEPTA 0,389 0,532 ACEPTA 0,010
0,495 1,217
0,505 0,519
1,521 0,058
1,487 1,414
1,520 0,015 1.715 ACEPTA 0,392 0,532 ACEPTA 0,025
1,553 1,411
1,518 0,071
2,525 0,643
2,483 1,361
2,538 1,259 1,715 ACEPTA 0,302 0,532 ACEPTA 0,037
2,505 0,294
2,506 0,247
3,499 0,511
3,513 0,089
3,546 1,446 1,715 ACEPTA 0,377 0,532 ACEPTA 0,037
3,481 1,259
3,517 0,236
4,493 0,234
4,509 0,553
4,524 1,267 1,715 ACEPTA 0,359 0,532 ACEPTA 0,051
4,469 1,416
4,494 0,170
5,513 0,080
5,501 0,477
5,507 0,270 1,715 ACEPTA 0,398 0,532 ACEPTA 0,040
5,489 0,881
5,567 1,708
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Evaluando los datos con el test de Grubbs y la C Cochran’s se observa que todos los
valores son aceptados y que cumplen las condiciones de aceptacion, por lo que ningin

valor fue descartado. Considerando el nivel mas alto, siendo 0,051 de arsénico total.

Figura 4. 3 Comportamiento de la repetibilidad y la precision intermedia

Sr

Dispersion Sry Sw
o
o
w
o

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000
Valores medidos pg As/L

Fuente: Elaboracion propia

En la (Figura 4.3) se puede observar que la precision intermedia es mayor a la
repetibilidad, significa que la dispersion maxima en condiciones de precision intermedia

es mayor gue la repetibilidad ya que se produjo variaciones.

4.1.4 Determinacién de la Exactitud.

Para evaluar la exactitud usamos un blanco fortificado en distintos niveles (adicionando
una concentracion conocida de As al blanco fortificado), las lecturas son realizadas por
diferentes analistas al igual que la precision es por eso que se usa los datos del (Anexo C

5), las propias pertenecen a la misma poblacion estadistica, realizamos los célculos para
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cada nivel que seran mostrados en la (Tabla 4.16) para la evaluacion de la exactitud y estas

se calcularon de la siguiente manera.

Para la evaluacion de los criterios de aceptabilidad trabajaremos con el sesgo y la
recuperacion en este caso trabajamos con un blanco fortificado y muestra afiadida con

una concentracion de 2 pgAs/L.

Tabla 4. 16 Evaluacion del primer nivel (0,5 pgAs/L)

No 0,5 Promedio DSij DS?ij G dij d?ij
%@%MMFOMO 0,00011
0,481 0,509 0,508 0,496 0,499 '0,013 0,0002 0,628 -0,02 0,00000
0,502 0,498 0,495 0,513 0,502 0,008 0,0001 0,036 0,002 0,00000
0,495 0,503 0,493 0,489 0,495 0,006 0,0000 1,217 -0,005 0,00002
0,513 0,512 0,485 0,511 0,505 0,014 0,0002 0,519 0,005 0,00003

para la determinacion de
sesqgo: di) = 0,510-0,5
0,5 es la concentracion
anadida al blanco

g B~ W0 DN -

El promedio (Prom = 0,510) se halla de manera horizontal, desviacioén estandar
(DS=0,005) y desviacion estandar al cuadrado (DS? =0,000), en cuanto a los valores de
Grubbs estas fueron calculadas segun la (Anexo E1) y el sesgo calculada con el promedio.
La concentracion de 0,5 pgAs/L es la concentracion afiadida al blanco manteniéndose
constante para este nivel.

De esta manera se genera los datos de la (Tabla 4.16).

Para hallar los resultados del (Anexo C 5) se calcula de la siguiente manera.

(0,510 + 0,499 + 0,502 + 0,495 + 0,505)ugAs/L
5

prom = = 0,502 pgAs/L

78



Para hallar test de Cochran’s (C) que indica los errores sistematicos consideramos la
(Anexo D1), teniendo como resultados de C exp = 0,389 y la desviacion estandar

promedio DSj=0,006 mostradas en (Anexo D1, nivel 1).

Posteriormente hallamos sumatoria del sesgo ( Y. dl-zj )

2 dl-zj = (0,00011 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00002 + 0,00003) = 0,0002

La desviacion estandar relativa (DESRd) del sesgo y el error cuadratico medio relativo
son: P=5y dj =0,002
dj= Prom(Y=J) — Conc. Conocida = 0,002

Y d2,
DESR, = p”

0,0002
DESR,; = N 0,006

dj= 0,502 - 0,5 = 0,002

ECMR = aF" ST x 100
~ |ConcBK + A

0,0022 + 0,006
ECMR = 05 x100=1,26

Caélculo de t exp

dj X \/p 0,0022 x /5
tew ="pg5; 7 lew = 00059

= 0,837
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Tabla 4. 17 Resumen de resultados de la prueba de exactitud en diferentes niveles

: Muestra Sesgo
Nivel (LgAS/L) (di) ECMR 100-ECMR

1 0,5 0,002 1,261 98,74
2 1,5 0,020 2,039 97,96
3 2,5 0,011 0,960 99,04
4 3,5 0,011 0,750 99,25
5 4,5 -0,002 0,454 99,25
6 5,5 0,015 0,618 99,38

Fuente: Elaboracion propia

Y/ = Muestra (blanco fortificado)

dj = Sesgo

ECMR = Error cuadratico medio relativo

100 - ECMR = Porcentaje de exactitud

En la tabla anterior se realiza la evaluacion de estadistico, por tanto concluimos que el

método satisface las condiciones de exactitud.

Figura 4. 4 Comportamiento del sesgo en la evaluacion de la exactitud

0,025
0,020
0,015

0,010

Sesgo

0,005
0,000
0 ! 2 3 4 5 6

-0,005
Niveles

Fuente: Elaboracién Propia
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La gréfica nos muestra el comportamiento del sesgo idealmente tendria que ser cero pero
en los resultados de la parte experimental nos dice demuestra un comportamiento -0,002

a 0,020 como se ilustra en la gréafica.

4.1.5 Criterios de aceptacion para la exactitud
La exactitud expresada como porcentaje de error menor a 10 %, por lo tanto para verificar
la exactitud se aplica la siguiente sistematica en este caso calculando t exp mostrado en

el (Anexo D1, tabla de % recuperacion). Se tiene dos condiciones las cuales son:

» Sitexp < ttab se puede afirmar ambos valores no difieren significativamente para
el nivel de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método
satisface la condicion de exactitud.

» Sitexp > ttab se puede afirmar que ambos valores difieren significativamente para
el nivel de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método no
satisface la condicion de exactitud.

En cuanto a la exactitud podemos decir que si satisface la condicion texp < ttab.

4.1.6 Porcentaje de Recuperacion

Para la determinacion de la recuperacién realizamos 5 lecturas de blancos fortificados y

muestra fortificada.

Se calcula de la siguiente manera:

(1,990 — 0,230

= 0,88)
2

%R = [R] X 100
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%R = 0,88 x 100 = 88

100 — %R (prom 100 — 91
togs = [ oR(prom)] tog = 1100 - 91] _ 0,709
Sx+n

5% 6

R= Recuperacion
Ce = concentracion de analito de la muestra enriquecida.
Co = concentracién de analito medida en la muestra sin adicionar.

Ca =concentracion de analito adicionado a la muestra enriquecida.

Tabla 4. 18 Blanco fortificado con una concentracion afiadida de 2ugAs/L

——————
 BK1 0230 2 0,230 0,00
 BKA1 | 0230 2 1,990 0,88 88
.~ BKA2 0230 2 1,958 0,86 86
 BKA3 | 0230 2 2,024 0,90 90
.~ BKA4 0230 2 2,124 0,95 95
. BKAS | 0230 2 2,059 0,91 91
.~ BKA6 0230 2 2,016 0,89 89
 BKA7 | 0230 2 1,972 0,87 87
- BKA8 0230 2 2,270 1,02 102
~ Promedio 01
s 5

Fuente: Elaboracion propia
Nos dice que no existe diferencia significativa t cal <t crit

tcal = 0,709
t crit = 1,895

82



Tabla 4. 19 Muestra fortificado con una concentracion afiadida de 2ugAs/L

_-----
(ESKA-G-MUS 0458 0458 000
'ES-KA-G-MU-5+A" = 0458 2 2,415 0,98 98
'ES-KA-G-MU-5+A 0458 2 2318 093 93
'ES-KA-G-MU-5+A | 0458 2 2252 0,90 90
'ES-KA-G-MU-5+A 0458 2 2384 096 96
- Promedio %4
s> 4

Fuente: Elaboracion propia

R= Recuperacion

Ce = es la concentracion de analito de la muestra enriquecida.
Co = es la concentracion de analito medida en la muestra sin adicionar.

Ca = es la concentracion de analito adicionado a la muestra enriquecida

Nos dice que no existe diferencia significativa t cal <t crit
tcal 0,798 <tcrit 2,353

Tabla 4. 20 Replica de muestra fortificado con una concentracion afiadida de
2UgAs/L

ES-KA-G--MU-5R 0,364 2 0,364 0,000 0
ES-KA-G-MU-5R+A 0,364 2 2,540 1,088 109
ES-KA-G-MU-5R+A 0,364 2 2,604 1,120 112
ES-KA-G-MU-5R+A 0,364 2 2,482 1,059 106
ES-KA-G-MU-5R+A 0,364 2 2,513 1,075 107
~ Promedio 109
s> 3

Fuente: Elaboracion propia

Nos dice que no existe diferencia significativa t cal <t crit
tcal -1,645 <t crit 2,353
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De acuerdo a tabla % de recuperacion (Anexo D1) de AOAC al nivel de 1ppb el valor

aceptable es de 40 a 120 %R por lo cual el valor obtenido en la experiencia seria

aceptable para el nivel medido en la matriz analizada.

Tabla 4. 21 Evaluacién de los datos para la determinacion de la exactitud con
pruebas de blanco fortificado

0,510

ug As/L

15
pg As/L

25
ug As/L

35
pg As/L

45
ug As/L

55
pg As/L

0,511
0,511
0,512
0,514
1,511
1,510
1,516
1,516
1,514
2,510
2,514
2,513
2,515
2,513
3,511
3,513
3,512
3,513
3,510
4,510
4,511
4,513
4,511
4,514
5,499
5,515
5,510
5,515
5,515

0,512

1,513

2,513

3,512

4,512

5,511

0,837

1,914

1,214

1,049

0,247

1,139

2,132

2,132

2,132

2,132

2,132

2,132

EXACTO

EXACTO

EXACTO

EXACTO

EXACTO

EXACTO
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La evaluacion estadistica con la t de student con grados de libertad (n-1) y con una
confianza del 95 %cumpliendo la condicidn t exp < t tab afirmando que los valores no
difieren significativamente para el nivel de confianza seleccionado y por lo tanto,

concluimos que el método satisface la condicion de exactitud.

4.1.7 Determinacion de Robustez

Para el estudio de la Robustez se procede a exponer a cada factor a un estudio de variable,
es decir se expone a una variacion respecto a la establecida en el método es decir que cada
variable mediante un valor alto (A, B, C, D y E) y otro bajo (a, b, ¢, d y ) una vez disefiada
se realizan ocho pruebas de ensayo. Para esta determinacion se aplica el Test de Youden
y Steiner para la evaluacion de un analisis quimico analitico el procedimiento te permite

evaluar variables con solo ocho analisis de una muestra.

Para la seleccion de las variables de estudio; se toma en cuenta algunas observaciones

durante el anélisis. Por ejemplo:

1. Temperatura: Durante el analisis habia dias con temperatura de 20 °C y otros 15°C
y se pensé que la temperatura podia ser importante en el resultado del analisis es
por eso que esta variable se considero.

2. Equipos: Para el trabajo se utilizé dos equipos con las mismas caracteristicas pero
condiciones diferentes, esta variable se consider6 pensando que pude existir
mucha diferencia en el analisis y resultados.

3. Tiempo de Agitacion: Esta Variable fue de mucha importancia al momento de
preparar las soluciones antes de las lecturas se notd que cuando se agrega los
reactivos en conjunto y luego se le agita se forma una solucion amarilla pero sin
embargo cuando se adiciona cada reactivo y se agita la solucion es incoloro como

debe ser para realizar la lectura.
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Tiempo de reaccion: Se decia que no es necesario esperar los 45 min segun el
procedimiento para la determinacion de arsénico, pero al momento de hacerlo en
el equipo existe una oscilacion de valores.

Reactivos: Se podria creer que al utilizar reactivos de diferentes marcas pudiera
existir diferencias en el resultado es la razon por la cual se puso como variable.
Analista: Se considera porque al trabajar en el anélisis con diferentes analistas
diriamos que como cada uno tiene un modo de trabajar y hacer las cosas pudiera
existir diferencias en los resultados.

Ataque de muestra: Se consideré esta variable por que se penso que al momento
de realizar el ataque con el acido y peroxido no destruiria en su totalidad la materia

organica e interfiriera al momento del analisis

Tabla 4. 22 Datos de blanco fortificado para la determinacion de Robustez

%’;ﬁ;‘ﬁfe” Clave Xﬁ'o g’ :j'(') 1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura(°’C) A, a 20 15 20 20 20 20 15 15 15 15
Equipos B, b 1 2 1 1 1 2 1 2 2 2
liempo de C,c 15 10 15 10 15 10 15 10 15 10
agitacion (seg)
liempode D,d 45 10 45 45 10 10 10 10 45 45
reaccion (min)

Reactivos Ee R1 R2 R1 R2 R1 R2 R2 Rl R2 Rl
Analista F,f 1 2 1 2 2 1 1 2 2 1
Ataque de

muestra (min)

Resultado Observado R

G, g 60 25 60 25 25 60 25 60 60 25

S t ) \ W X y z
2,005 1973 2,039 2018 2012 2310 1,987 1,898
Fuente: Elaboracion propia

Calculo de las Variables Ay a:

Donde el promedio de A se calcula:

Donde el promedio de a se calcula:

2,005+1,973+2,039+2,018
4
2.012+2,310+1,987+1,898
4

= 2.009

= 2.052
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Tabla 4. 23 Resumen de los calculos para las variables de estudio

- Condicion Variable ~ Resultados ~ Diferencia ~ Comparacion
A | a | 2009 2,052 0,043 No sensible a Variable
_— 2,007 2,053 0,046 No sensible a Variable
_— 2,011 2,050 0,039 No sensible a Variable
_— 1,966 2,095 0,129 No sensible a Variable
~E | e | 2083 1,998 0,066 No sensible a Variable
. F  f 193 2077 0,094 No sensible a Variable
_— 2,080 1,981 0,099 No sensible a Variable

Fuente: Elaboracion propia

Si notamos la condicion D, d de la (Tabla 4.23) valor que se estaria aproximando a 0,171
y la variable seria sensible, claro que comparando con los resultados no es asi. Por lo tanto
los valores de DS = 0,121 y V2 DS = 0,171 se compara con la diferencia A(X-X) usando
la condicién (X-x) < V2 DS si se cumple esta condicién podemos decir que la variable no
es sensible en el estudio de robustez, y se deberd mantener el valor nominal establecido

en el método, para dicha condicion.

4.1.8 Determinacion de la estimacion de Incertidumbre

4.1.8.1 Analisis de resultados para la estimacion de incertidumbre en base a la
validacion
La siguiente grafica muestra las fuentes de incertidumbre del método por el diagrama de

Ishikawa para la determinacion de la estimacion de incertidumbre.



Figura 4. 5 Diagrama de Ishikawa para determinar las fuentes de incertidumbre

Condiciones de Muestras de peces

medicion

wolumen,/ masa

Temperatura Digestian
Efacto matriz
Humedad
HEASL

.

Limpara Experiencia Pureza

calibracion volumen,/masa

Funcionamiento

paralelaje Concentracion

Linealidad
Temperatura

Instrumentos

La estimacién de la incertidumbre se calcula usando blancos fortificados y para ello
tomamos en cuenta los datos de la exactitud para la determinacion de la misma. En la
(Tabla 4,24) se muestra el valor de estimacion incertidumbre combinado, real y

expandido.

Tabla 4. 24 Tratamiento de datos experimentales para la estimacion de la
incertidumbre

Nivel yn Sw DEdSR A B u rel uc U exp

1 0,5 0,009 0,006 1,145 1,770 2,108 0,01 0,02
1,5 0011 0,029 1918 0,726 2,051 0,03 0,06
25 0010 0022 0882 0418 0,976 0,02 0,05
3,5 0,01 0,024 0,686 0,338 0,764 0,03 0,05
45 0,011 0,018 0,407 0,242 0,473 0,02 0,04
55 0,017 0031 0567 0313 0,648 0,04 0,07

Fuente: Elaboracion propia

o 01 A WD
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En la tabla anterior, se observan los valores obtenidos a partir de datos de validacién del

método con un intervalo de confianza de 95 % y un factor de cobertura K = 2, para abarcar

todo rango lineal de ajuste los valores a una ecuacidn para que cubra todo el rango.

Figura 4. 6 Gréfica de la incertidumbre relativa y los experimentales

U relativa

3,000

2,500

2,000

1,500

1,000

0,500

0,000

2 3 4

Datos experimentales pg As/L

Fuente: Elaboracion propia
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4.2 Resumen de validacion

Espectrofotometria de absorcion atdmica acoplado a generador de hidruros
Arsénico
pg/L

Peces

0,999

CVri% < CVh%/2 Cumple
CVRI% < CVhRI%/3 Cumple
texp <t tab Cumple
40— 120% Cumple

Fuente: Elaboracion propia
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4.3 Evaluacion de las muestras de Pescado

Durante cada lote de digestion de muestras para determinar As total se corrié un blanco
que fue procesado de igual manera que cada muestra, el blanco consistio en la preparacion
de una muestra sin tejido de Orestias. La lectura de las soluciones obtenidas de los blancos
es de 0,0010 pg As/kg el cual se utilizo para realizar la correccion de los datos obtenidos
en los analisis de As. En la tabla 4.25 se muestra la concentracion de arsénico total en
base seca tanto de cabeza como de musculo esto con el fin de realizar una evaluacion de

la deposicion de As por fraccion.

Los habitantes de los lugares dicen: la cabeza de pescado de la especie Orestias contiene
proteinas por lo tanto absorbemos la cabeza y algunas veces preparamos caldos

concentrados de cabeza de pescado todo ello para combatir la anemia.

Para una evaluacion de las concentraciones de As en muestras de pecado por partes uno
de los motivos es el indicado anteriormente, ademas considerando la que la mayoria de
los metales pesados se acumulan en los huesos y viseras de los pescados, por tanto

tenemos el cuadro mostrado a continuacién con las concentraciones de cabeza y tejido.
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_ 0,2982 153,253 0,153 0,3001 105,298 0,105
_ 0,3006 169,661 0,170 0,2991 178,201 0,178
_ 0,3014 139,018 0,139 0,3014 150,018 0,150
_ 0,3005 128,453 0,128 0,3001 187,937 0,188
_ 0,3001 203,266 0,203 0,3002 196,536 0,197
_ 0,3000 228,333 0,228 0,2994 128,591 0,129
_ 0,3009 179,794 0,180 0,2997 128,795 0,129
_ 0,3010 82,724 0,083 0,2993 128,968 0,129
_ 0,3007 165,946 0,166 0,2997 113,447 0,113
_ 0,2970 85,522 0,086 0,3021 98,974 0,099
_ 0,3160 143,899 0,144 0,2998 114,410 0,114
_ 0,3021 146,971 0,147 0,3019 162,968 0,163
_ 0,3015 93,864 0,094 0,3011 116,240 0,116
_ 0,3008 113,364 0,113 0,3022 248,180 0,248
_ 0,3018 150,762 0,151 0,2999 120,707 0,121
_ 0,3025 227,769 0,228 0,3039 122,738 0,123
_ 0,3014 79,960 0,080 0,3023 119,418 0,119
_ 0,3012 110,890 0,111 0,3007 111,074 0,111

Fuente: Elaboracion propia

Con respecto a las concentraciones de As en muestras de pescado de las zonas de estudio
(Tabla 4,26 y 4,27) logramos apreciar las concentraciones de las dos zonas de estudio
entre los rangos de: Huatajata con un rango de concentracion de As total en cabeza de (79
-228 ug As/kg ) y de tejido (98 - 187 ug As/kg ), en comparacion de Escoma en cabeza
de pescado existe una concentracion de (113 — 227 ug As/kg) y musculo (114- 248 g
As/kg). Debido al bajo nimero de muestras para cada punto, sefialamos que la gran

movilidad de los peces afecta la comparacion entre resultados.
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Tabla 4. 26 Concentracion de arsénico en muestras de pescado comunidad de
Huatajata

'HU-KG-P-1 0,2982 153,253 0,153 0,3001 105,298 0,105
'HU-KA-M-3  0,3014 139,018 0,139 0,3014 150,018 0,150
'HU-KA-M-4  0,3005 128,453 0,128 0,3001 187,937 0,188
'HU-KG-M-6  0,3000 228,333 0,228 0,2994 128,591 0,129
'HU-KA-I-8 03010 82,724 0,083 0,2993 128,968 0,129
'HU-KA-P-9 0,307 165,946 0,166 0,2997 113,447 0,113
'HU-KG-P-10 0,2970 85,522 0,086 0,3021 98,974 0,099
'HUKA-M-12 | 0,3021 146,971 0,147 0,3019 162,968 0,163
'HU-KA-M-13 0,3015 93,864 0,094 0,3011 116,240 0,116
'HU-KG-M-15 | 0,3018 150,762 0,151 0,2999 120,707 0,121
'HU-KA-I-16 0,3014 79,960 0,080 0,3023 119,418 0,119
'HU-KA-P-17  0,3012 110,890 0,111 0,3007 111,074 0,111

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4. 27 Concentracion de arsénico en muestras de pescado comunidad de

Escoma
ES-KA-G2 169,661 0,170 02991 178,201 0,178
ES-KA-G-M-5 203,266 0,203 0,3002 196,536 0,197
'ES-KG-G-P-7 | 03009 179,794 0,180 02997 128,795 0,129
'ES-KA-G-11 03160 143,899 0,144 0,2998 114,410 0,114
'ES-KA-G-M-14 03008 113364 0,113 03022 248,180 0,248
'ES-KG-G-P-16 03025 227,769 0,228 0,3039 122,738 0,123

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados exponen que existe diferencia de concentraciones de arsénico entre cabeza
y tejido en las dos zonas de estudio. Si realizamos una evaluacion por individuo de
pescado segun la (Figura 4.4 y Figura 4,5) nos muestra que la cantidad de arsénico
depositado en el pescado no es alarmante porque segun las concentraciones dentro del

93



Codex es muy bajo, ahora bien comparando con estudios realizados en Barcelona de
pescados en agua dulce esto llega a una concentracion maxima de 1ppm de los
“Parametros de seguridad alimentaria para los productos pesqueros destinados a la Union

Aduanera.®’, nuestros resultados estarian por debajo del mismo.

Figura 4. 7 Diagrama de concentracion As en muestra de pescado por individuo
zona de Huatajata

5,000
4,500
4,000
3,500

Muestras
Barcelona 1 mgAs/kg
3,000 CODEX 4,72 mgAs/kg

2,500 SIS SmESSRS CODEX 0,06 mgAs/kg
2,000

1,500
1,000
0,500
0,000

Concentracion de As (mg/kg)

Muestras

Fuente: Elaboracion propia

La concentracion mas alta del lote de muestra es de 0,416 mg As/kg, podriamos decir que
es por efecto de los hoteles que hay en Huatajata y por la gran cantidad de poblacién que
vierte todas sus aguas residuales al lago, uno de los indicadores es la totora, a medida que
se acumula los metales pesados la totora cambia a un color amarillo hasta obtener un color
gris por lo que ya no es saludable. Hablando sobre la concentracion mas baja 0,187
mgAs/kg se puede decir que los peces fueron migrando a causa de la contaminacion

asimismo estos circulan entre dos a tres metros de la orilla hasta los 10 metros de

87 (MINISTERIO DE SANIDAD, 2014)
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profundidad donde no estan en contacto con los sedimentos ya que los peces se alimentan
de bentos-

Figura 4. 8 Diagrama de concentracion As de muestra de pescado por individuo en
la zona de Escoma

5,000
4,500
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

Muestra

Barcelona 1mgAs/kg
CODEX 4,72 mgAs/kg
CODEX 0,06 mg As/kg

Concentracion de As (mg/kg)

ES-KA-G-2 ES-KA-G-M-5 ES-KG-G-P-7 ES-KA-G-11 ES-KA-G-M-14 ES-KG-G-P-15
Muestras

Fuente: Elaboracion propia

La grafica nos muestra una representacion de que las concentraciones de pescado en
(mgAs/kg) no pasan al valor referencial estudiados en la union aduanera de una
concentracion 1mgAs/kg y de la norma CODEX (0,06 — 4.72 mg As/kg) por lo tanto los

resultados estarian dentro de las normas internacionales.

De la misma forma el comportamiento de los peces en esta zona es similar que la anterior,
hablando de los resultados decimos: el lote de muestras de peces tienen una concentracion
de 0,476 mg As/kg debido a los efectos de la actividad minera informal y fuentes
hidrotermales que existe en la cuenca del Rio Suches que desemboca a Escoma, ademas
decir que la concentracion de As encontrado en los peces podria provenir de estos efectos
al mismo tiempo ser acumulado en los musculos como cabeza conociendo los resultados

experimentales.
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De acuerdo a la norma de CODEX el limite maximo permisible esta en un rango de (0,06-
4,72) mgAs/kg donde nos dieron valores experimentales por debajo del rango mas alto, al
mismo tiempo fue comparado con la norma de Barcelona de 1mg As/kg considerando que
no se tienen una norma de inocuidad alimentaria en esta region es por tanto que acudimos
a normas internacionales, los cuales comparando los resultados podemos considerar no

toxicas.

De acuerdo a este anélisis una persona podria ingerir una porcion de Orestias sin peligro

alguno.
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CAPITULO V
5.1 CONCLUSIONES

Se validd un método para implementar el analisis de arsénico en muestras de pescado,
colectadas a orillas del Lago Titicaca. La técnica utilizada es absorcion atdmica por
generador de hidruros con la reduccion de As* a As*® con NaBH4 en un medio 4cido de
HCI. Se debe tener en cuenta la calibracién del equipo, ld&mpara, flujo de gases,
preparacion de estandares y lectura de muestras. De todo esto se tiene las siguientes

conclusiones:

1. Se determind los pardmetros de validacion, obteniendo resultados estadisticos

favorables como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 5 1 Resumen de resultados sobresaliente en la validacion

0,99998

0,016 pg As/L

0,022 pg As/L

Reproducibilidad 0,39% - 1,62%
Repetibilidad 0,20% - 1,35%

texp <ttab

0,022 - 5,5 pg As/L

La linealidad tiene un coeficiente de correlacion de 0,99998 con un error en la
calibracion de 0,001 muy cercano a la unidad; el limite de deteccion indica que la
concentracion minima detectable es 0,016 pg As/L y el valor minimo cuantificable
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para la matriz es 0,022 pg As/L; el porcentaje de variacion de repetibilidad
promedio para los cinco niveles va desde 0,20% a 1,35% Yy el porcentaje de
coeficiente de variacion de reproducibilidad promedio para los cinco niveles va
desde 0,39% a 1,62%en la determinacion de arsénico total. La exactitud se
determind con una muestra afiadida con el sesgo y una prueba de t de Student de
una cola, se concluyd que no existe una diferencia significativa, se determing el
rango de trabajo que van desde 0,02 a 5,5 ugAs/L.

Se estim0 la incertidumbre expandida segin la guia Eurachem encontrandose los
siguientes valores para los cinco niveles (+ 0,02; + 0,06; = 0,05; £ 0,05; + 0,04; £
0,07) estos resultados esta reportado como incertidumbre expandida en la en el
(punto 4,2).

Se observd que las muestras de pescado, tienen diferentes concentraciones de
arsénico total, como se muestra en la tabla 4,26 y 4,27. El comportamiento de las
concentraciones en muestras recolectadas en Huatajata y Escoma es variada,
debido a la gran movilidad de los peces que afecta la comparacién de resultados,
considerando que la gran mayoria de las muestras de pescado recolectados de
Escoma en comparacion a Huatajata son altas en concentracion de (mgAs/L),
debido a las efectos de la actividad informal y fuentes hidrotermales, por to tanto
en Huatajata uno de los efectos perjudiciales detectados son los hoteles a orillas
del lago y la gran cantidad de poblacion que vierte sus aguas residuales domeésticas.
Por tanto, las concentracion de arsénico encontrados en los pescados de las dos
zonas de estudio tanto de cabeza como de tejido tiene un rango de: Huatajata
(0,080 - 0,228 pgAs/L) en cabeza y (0,099 — 0,188 pgAs/L) en tejido en
comparacion a Escoma 0,113 — 0,228 ugAs/L) en cabezay (0,114 — 0,248 ugAs/L)
en tejido.

En consecuencia, no parece existir afectaciones a la salud de los humanos ya que
de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, con respecto a las

consideraciones legislativas ver (tabla ),
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Cabeza  Tejido  Individuo CODEX bt [T 019 Sl e

Cédigo (Union Aduanera)®®
mgAs/kg mgAs/kg  mgAs/kg 0,06 — 4,72 mgAs/kg 1 mgAs/kg

HU-KG-P-1 0,153 0,105 0,258 Dentro del rango <UA
HU-KA-M-3 0,139 0,150 0,289 Dentro del rango <UA
HU-KA-M-4 0,128 0,188 0,316 Dentro del rango <UA
HU-KG-M-6 0,228 0,129 0,357 Dentro del rango <UA
HU-KA-I-8 0,083 0,129 0,212 Dentro del rango <UA
HU-KA-P-9 0,166 0,113 0,279 Dentro del rango <UA
HU-KG-P-10 0,086 0,099 0,185 Dentro del rango <UA
HU-KA-M-12 0,147 0,163 0,310 Dentro del rango <UA
HU-KA-M-13 0,094 0,116 0,210 Dentro del rango <UA
HU-KG-M-15 0,151 0,121 0,272 Dentro del rango <UA
HU-KA-I-16 0,080 0,119 0,119 Dentro del rango <UA
HU-KA-P-17 0,120 0,111 0,231 Dentro del rango <UA
ES-KA-G-2 0,170 0,178 0,348 Dentro del rango <UA
ES-KA-G-M-5 0,203 0,197 0,400 Dentro del rango <UA
ES-KG-G-P-7 0,180 0,129 0,309 Dentro del rango <UA
ES-KA-G-11 0,144 0,114 0,258 Dentro del rango <UA
ES-KA-G-M-14 0,113 0,248 0,361 Dentro del rango <UA
ES-KG-G-P-15 0,228 0,123 0,351 Dentro del rango <UA

Los productos analizados cumplen con las legislaciones vigentes de Barcelona y
CODEX, los valores obtenidos en el analisis de las muestran se encuentran dentro
de las normas, si bien no se tienen normas nacionales se considera tomar en cuenta
estas normas internacionales.

3. El pescado expuesto por diferentes tipos de afectacién al consumir, es bio -
acumulable dentro de nuestro organismo a lo largo del tiempo, estas se encuentran
relacionadas con problemas en la salud asociadas a enfermedades vasculares por
tanto, la mayoria de los metales pesados no se puede eliminar del organismo y/o
que se puede eliminar, se hace en cantidades pequefias. Lo mejor en estos casos es
reducir la exposicion a los metales pesados e identificando las fuentes de

contaminacién mas cercana.

38 (MINISTERIO DE SANIDAD, 2014)
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5.2

RECOMENDACIONES

Para una mejor digestion se debe controlar las variables de tiempo de destruccion
de la materia organica antes de realizar la digestion.

Considerar el procedimiento en la determinacién del método en los rangos
estudiados, considerando que se demostrd que este rango es directamente
proporcional.

Para una mejor cuantificacion del analito se requiere que la sefial productiva se
deba exclusivamente a su presencia y que no exista ninguna interferencia.

Los reactivos quimicos usados para este método deben ser grado analitico, sin
embargo en cuanto al acido nitrico y clorhidrico deben ser subboiling para el
tratamiento de la muestra.

Una caracteristica importante de los analistas en su habilidad para obtener
resultados confiables con los instrumentos analiticos es calibrar el material
volumétrico (bureta, pipeta, matraces aforados, etc.) a fin de no tener problemas.

Se debe de considerar que todo método validado se encuentre controlado por el
laboratorio, el mismo que debera establecer cada que tiempo se revalida los
procedimientos técnicos analiticos.

Se debe realizar estudios complementarios como analisis toxicologico en
diferentes especies de peces que existen en nuestros rios y lagos donde existe los
diferentes tipos de afectacion.

Se debe implementar normativas para la inocuidad alimentaria para productos
pesqueros de consumo y exportacion.

Este proyecto debe ser difundido autoridades Ministerio de Medio Ambiente Y

Agua (MMAVYA), gobernacion y alcaldia para que tomen cartas en el asunto.
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ANEXOS VI

Anexo A 1 Recolecciéon de Muestras

Los pescados fueron recolectados utilizando redes de nylon de mallas finas que son

colocadas para la pesca nocturna.

Para la recoleccion se utilizaron botes de madera
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Fueron colectadas en baldes para su posterior clasificacion, luego rotuladas, envueltas en

papel aluminio y refrigeradas para el traslado a laboratorio.

Fuente: Elaboracién Propia

Anexo A 2 Procedimiento de digestion de muestra

Adicion de acido nitrico para la destruccion de la materia organica

Cerrar los vasos de digestion para llevar al carrucel
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Enfriar el sistema y dejar reposar a temperatura ambiente y transferir la muestra

digerida a un matraz aforado de 10 mL y aforar con agua 18-D
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Anexo B. 1. Determinacion de la linealidad

Tabla B. 1 Resultados de lecturas de estdndares para la determinacién de la curva
de calibracion

- 0,002 0,001 0,003 0,002 0,003
- 0,019 0,020 0,019 0,018 0,018
- 0,049 0,048 0,049 0,050 0,047
- 0,080 0,076 0,080 0,078 0,079
- 0,110 0,109 0,111 0,107 0,111
- 0,142 0,139 0,139 0,140 0,139
- 0,175 0,170 0,170 0,172 0,172
- 0,9998  0,9994  0,9998  0,9995  0,9997

El siguiente grafico representa los valores de absorbancia vs concentracion (Figura B.1)

Absorbancia

Figura B. 1 Curva de Calibracion

0,200
0,180
0,160
0,140
0,120
0,100
0,080
0,060
0,040
0,020
0,000
0,0

o

1,00

2,00

3,00

4,00

6,00

Concentracion de As (ug/L)

—®—Ensa.1 -—®—Ensa.2 —®Ensa.3 —® Ensad —@—Ensab

109



ineal

del Rango Li

s

Inacion

Tabla B. 2. Datos generados para la determ

0100 | STS'S |0TS'S| GTGG | 215G | 216G |025G | 016G | 22SG |v6y'G 0TS G |25 G|E2S'S|61GG|025 G| VIS G |68Y'G|8TGG |0ESG|9T5G|025G| 216G | G
1000 | GTS'S |16V'G| ¥1GG | 61S'G | 8TGG |80S'G |8TG'G | £15G | 125G | 215G |61GG|9TSS |[L1GG| VIS G| 615G |E€15G|2eSS |615G|905G|LTIGG| 125G | ¥
TT0'0 | OTS'S |86V'G| 2TGG | 025G | TOGG |925'G | S6V'S | VIG'G |615G |21GG|06V'G | V1SS |¢6V'G| VIS G| VeSS |c0G'G|86V'S |V1SG|02SG|125G| €156 | €
6000 | GTS'S |025'G| 60GG | TES'S | GTGG | 125G |€1GG | 0ES'G |VIGG|L1GG|02SG | 667G |GTGG| 21 G| 025G |¥1GG| 125G |L15G|G16G| 216G 68V'G | €
¥T0'0 | 66V'S |S67'G| GOS'G | 967'G | 625G | v/V'G | 20S'S | 967'G | 625G | 68V'G | 66V'G | L2S'G |96V'S|98Y'S | L8V'S | 667'G | 06V'S | v6v'S |06vV'S | v6Y'S | 667'S | T
Sa | woid 9 [PAIN 'sug
Z100 | ISV |88V V| SISV | 8ISV | 225V |92S ¥ | S6V' V| 8ISV |€¢S ¥ |91G Y | 825V | SISV |T1G V| 91S ¥ | 825 ¥ |61G V|66V Y |02S v SISV |26y y| T1GY | G
0T00 | TISV |¥1S¥|9TG Y | T0S¥ | 66v'Y |STIS¥ | 125V | 025V | LISV |T1GV | VeS| E0S Y [12S v |S1S v | £8V'v |€1S V| 815 |60SV | L6V Y |SIG V| €ISV | ¥
TT00 | €19V |66V7| 1SV | 025V | 06V'V |81S ¥ | €16V | 25V |60S v |88Y'V | SISV | LISV |12G ¥ |91S ¥ | 60S ¥ |1€G V| 61G Y |GIG Y |605 Y |80S Y| 216V | €
TT00 | TISV |¥1S7| 915V | 1¢S5 ¥ | 906 |06V% | SISV |61V |TeS v |GV |TeS v | 91S v |81G V|8V V| 26V ¥ |€1G V| 80S Y |GV |81G Y | L1G V| €6v'Y | @
6000 | 0TS |00SV|86v'V | 0TSV | 025V |veS v | L6V'V | LOSY |8TS ¥ |21S v |02S Y | vIS ¥ |025 V| SIS v |81 Y |81S V| 66V'Y | 20S ¥ |v6v' v | 20S Y| ¥ISY | T
Sa | woid S [PAIN SE]
2100 | OTSE |0BV'E| ETSE | 02G € | 9TGE |OTG €| T2G€ | 20S€ [6/v'E |22 €| TISE | €IS E|9TSE|ZIG €| 8IS € |S0S €] L8V'E |OTS € |8IGE|6IS €] OISE | G
0T0'0 | ETS'E |STSE| LTGE | 88Y'E | SIS E |BISE | COSE | LTSE|2IS €| LOSE| LTS E|SISE [22G €| VESE|V2S € |STS €| 60SE |66V E | LOGE|SISE| €IGE | ¥
9000 | ZTS'E |TIS€| 9TGE | 6OSE | PTG E |LTISE | VZG €| TS € | VIS € |80S€E|OTSE | 9TS'E |OTG €[0T €| 60SE |TTGE|OTSE | LIS €E | L6V'E |2IGE| 91G€E | €
GT0'0 | ETS'E |66V'C| 8ZSE | 96V'C | 90G'€ |92S € | 68V'E | 20S'E |6IS € | ¢S € | 26V'E | 22S € |66V'E|62S €| 26V'E |61S €| SIS € | VS € |2ES € |VESE| T2SE | @
Y100 | TISE |S6V'E| TEGE | ZISE | 66V'E | TS € | SIS E | 6V |TESE |98Y'E |8TSE | TS € |90G'E|ETSE | 92SE |S8Y'E | ZTS€ | LTS € |vZG € |€2G€| 96V'E | T
Sa | woid v [9AIN 'sug
TT00 | €152 |0052| 1252 | ¥1G¢ | 88V'C |€1G¢]025¢ | /2G| 2152|025 ¢ | €152 | 2252 |S1S2|L1G | /152 |€15¢2] 825 ¢ |01S ¢ |/8v'2|S15¢2] 6052 | &
6000 | GTS'C |26V'C| €252 | 12 | €152 |8TS'2 | 0EG 2 | L6V'2 |60S2 |STG 2| 0252 | TEG'C |€152| 225 2| €12 | 025 ¢|vIS e |£15¢2|015¢2| 2152|9162 | ¥
7000 | €12 |L152| €15¢ | v0SZ | ¥1G¢ |SISZ | T1G¢ | veS e |T1S¢C | L6V |61S¢C|80SC LIS C|VISZ| €S |11G¢|60S e |L0S¢C |G1G¢C|viGe| G162 | ©
6000 | ¥1S'C |225C| €152 | 1252|2152 |S1SC |66V'C|SIS2|2eS2|81G 2| 2152|125 ¢ |96v'2|91S 2| 9TSC | 025 ¢ |22 e |£6v'2 €252 |S15¢2| 2152 | @
€100 | 0TS |0TS'2| L25¢ | 1252 | 98¢ |9TS2 | €6V'¢ | ¥ISC |06V |€15¢| 0TS 2| 06V'2 |G2G¢|TeS 2| 26v'e |S1G 2| 8IS ¢ | 2152|0252 |20G2| Z1GC | T
Sa | woid € [PAIN 'sug
9000 | ¥TS'T |OTST| VTG T | T2 T ] TG T 0TS T |86V T|80ST|0TST|02ST|61GT|EIST|0TG 1|02 T] LIS T €IS T|61G T |2eST|01ST|ceST| VIS T | G
9000 | 9TS'T |61ST| TG T | €25 T | 8IS T |2¢S T |90G T |6IST|2eS T |GIGT|CIGT|02S T |TZGT|ETST|9TST |02GT|60S T |GG T|€0GT|02GT| OIS T | ¥
0100 | 9TS'T |T¥ST|8TGT | Z2ST | 61GT |veST|G2GT|60ST|9TGT|00S T |61GT|2TS T |61GT|E1ST|G6V'T |€1GT|61G T |0TGT|0TIGT|1eS 1| 00GT | €
2100 | OTST |80ST|€TGT | T2S T | LTS T |96V T |T2GT|2TS T |2eS T |S6V'T|86V'T|E€2S T |6V T|9TS T|GeS T |€6V'T|Z1GT |66V T |veST|025T| 96V'T | €
2100 | TIS'T 2257|025 T | ZTST | 68V'T |60ST|TTG T |80ST|9TGT|22GT|02S T |9TST |98V T|2eS T | L6V'T |8TGT|E2S T |OTG T |90GT |16V’ T| SIS T | T
Sa | woid Z IPAIN "sug
8000 | V150 |0T50] 2250|2250 6150|125 0]8T50]ETS0]S050]LT50|€150]287°0|805°0]2250] 8IS0 ]22G0]TTS0|8050] 2150|8150 Z0S0 | &
6000 | 2150 |8TS0| SIS0 | 26¥°0 | €050 |9TS0|ZT50|8T50|9150|6150|8150]6150|0TG0|¥TS0| 870 |¥1S0|6150|6150]2050]6050| 9TS0 | ¥
TT0'0 | T1S0 |Z150| 2250 | €250 | 8050 |€150 | 9TG0 | v67°0 | €050 |G/%'0|9TS0| 8IS0 |905°0[TTS0| 1250 |Z050|¥TS0|T150|GT50|STS0| €150 | €
7000 | TTS0 |¥150| 6050 | 0TS0 | 5TG0 |€150 8870|2150 |¥050|Z150|2150|2150|5T50|6050| 2150 |66v'0| 9150|9150 |Z150|¥050| 9150 | @
/000 | 0TS0 |2TS'0| 067°0 | €150 | 8TG0 |STS0| 6050|8150 | 6670|8150 |66%'0|STS0|0TS0|STS0| €150 |T1S0|¥TS0|€050|STS0|TTG0| €TS0| T
Sa | woid T [9AIN SE]

110



Anexo C1 Datos para la determinacion de precision en diferentes niveles.

|<£ VR

> 0,5 pgAs/L 1,5 pgAs/L 2,5 HgAs/L

é N

w 1 2 3

1 |0503|0512|0,512|0,514|1539|1,518|1,518| 1,510 2,498 | 2,551 | 2,551 | 2,500
2 10,481|0,509|0,508|0,496|1,510|1,476|1,476|1,486 | 2,461 | 2,520 | 2,520 | 2,430
1 |0,502|0,498|0,495|0,513|1,550|1,492|1,519|1,520| 2,555 | 2,484 | 2,583 | 2,530
2 |10,495|0,503|0,493|0,489|1,581 | 1,513 | 1,547 | 1,570 | 2,550 | 2,476 | 2,515 | 2,480
1 [0513|0,512|0,485|0,511|1544|1,498 | 1,551 | 1,480 | 2,509 | 2,537 | 2,469 | 2,510
|<£ VR

5 3,5 UgAs/L 45 ugAs/L 55 UgAs/L

%) N

w 4 5 6

1 |3,496 | 3,520 | 3,520 | 3,460 | 4,422 | 4,535 | 4,535 | 4,480 | 5,552 | 5,485 | 5,485 | 5,530
2 |3,499 | 3542 | 3,502 | 3,510 | 4,560 | 4,488 | 4,488 | 4,500 | 5,474 | 5,510 | 5,510 | 5,510
1 |3,546 |3,576| 3,510 | 3,550 | 4,491 | 4,585 | 4,558 | 4,460 | 5,489 | 5,493 | 5,567 | 5,480
2 | 3,487 |3,475| 3,543 | 3,420 | 4,489 | 4,429 | 4,458 | 4,500 | 5,501 | 5,440 | 5,474 | 5,540
1 |3,550]3,449 | 3,518 | 3,550 | 4,561 | 4,492 | 4,525 | 4,400 | 5,642 | 5,510 | 5,576 | 5,540
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Anexo C 2 Calculo de precision en reproducibilidad y repetibilidad de cada nivel

T3
Ensayista Nivel 1 Prom. |[NUMERO | DS T1 T2 T4 T5
1 0,503 | 0,512 | 0,512 | 0,514 | 0,510 4 0,005 | 2,040 | 1,040 | 16 | 0,000
2 0,481 | 0,509 | 0,508 | 0,496 | 0,499 4 0,013 | 1,996 | 0,996 | 16 | 0,001
3 0,502 | 0,498 | 0,495 | 0,513 | 0,502 4 0,008 | 2,008 | 1,008 | 16 | 0,000
4 0,495 | 0,503 | 0,493 | 0,489 | 0,495 4 0,006 | 1,980 | 0,980 | 16 | 0,000
5 0,513 ] 0,512 | 0,485 | 0,511 | 0,505 4 0,014 | 2,020 | 1,020 | 16 | 0,001
20 10,044 | 5,045 80 0,001
P 5
Sr2 0,000
SL2 | 0,000
SR2 | 0,000
m”" 0,502
Sr 0,010
Sw 0,010
T3
Ensayista Nivel 2 Prom. [INUMERO | DS T1 T2 T4 T5
1 1539|1518 | 1,518 | 1,510 | 1,521 4 0,012 | 6,084 | 9,254 | 16 | 0,000
2 1510 | 1,476 | 1,476 | 1,486 | 1,487 4 0,016 | 5948 | 8,845 | 16 | 0,001
3 1,550 | 1,492 | 1,519 | 1,520 | 1,520 4 0,024 | 6,080 | 9,242 | 16 | 0,002
4 1581 | 1,513 | 1,547 | 1,570 | 1,553 4 0,030 | 6,212 | 9,647 | 16 | 0,003
5 1,544 | 1,498 | 1,551 | 1,480 | 1,518 4 0,035 | 6,072 | 9,217 | 16 | 0,004
20 30,396 | 46,205 80 0,009
P 5
Sr2 0,001
SL2 0,000
SR2 | 0,001
m” 1,520
Sr 0,032
Sw 0,025
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T3

Nivel 3

Ensayista Prom. NUMERO| DS T1 T2 T4 T5
1 2,498 | 2,551 | 2,551 (2,500 | 2,525 4 0,030 |10,100| 25,503 | 16 | 0,003
2 2,461 (2,520 2,520(2,430 | 2,483 4 0,045 | 9,932 | 24,661 | 16 | 0,006
3 2,555 (2,484 2,583 (2,530 | 2,538 4 0,042 110,152 | 25,766 | 16 | 0,005
4 2,550 [ 2,476 2,515 (2,480 | 2,505 4 0,035 [ 10,020 | 25,100 | 16 | 0,004
5 2,509 2,537 2,469 | 2,510 | 2,506 4 0,028 | 10,024 | 25,120 | 16 | 0,002

20 50,228 | 126,150 | 80 0,020
P 5
Sr2 0,001
SL2 0,000
SR2 0,001
m”? 2,511
Sr 0,038
Sw 0,037
T3

Ensayista Nivel 4 Prom.  NUMERO| DS T1 T2 T4 T5
1 3,496 | 3,520 3,520 | 3,460 | 3,499 4 0,028 [ 13,996 | 48,972 | 16 | 0,002
2 3,499 | 3,542 3,502 3,510 3,513 4 0,020 | 14,052 | 49,365 | 16 | 0,001
3 3,546 | 3,576 3,510 | 3,550 | 3,546 4 0,027 14,184 | 50,296 | 16 | 0,002
4 3,487 | 3,475|3,543 (3,420 | 3,481 4 0,050 | 13,924 | 48,469 | 16 | 0,008
5 3,550 | 3,449 3,518 | 3,550 | 3,517 4 0,048 | 14,068 | 49,477 | 16 | 0,007

20 70,224 | 246,580 | 80 0,020
P 5
Sr2 | 0,001
SL2 | 0,000
SR2 | 0,002
m~ | 3,511
Sr | 0,040
Sw | 0,037
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T3

Ensayista Nivel 5 Prom. [ NUMERO| DS T1 T2 T4 T5
1 4,422 14,535|4,535 | 4,480 | 4,493 4 0,054 | 17,972 | 80,748 | 16 | 0,009
2 4,560 | 4,488 | 4,488 | 4,500 | 4,509 4 0,034 | 18,036 | 81,324 | 16 | 0,003
3 4,491 | 4,585 | 4,558 | 4,460 | 4,524 4 0,058 | 18,096 | 81,866 | 16 | 0,010
4 4,489 4,429 14,458 | 4,500 | 4,469 4 0,032 | 17,876 | 79,888 | 16 | 0,003
5 4,561 | 4,492 4,525 | 4,400 | 4,494 4 0,069 | 17,976 | 80,784 | 16 | 0,014

20 89,956 | 404,611 | 80 0,040
P 5
Sr2 | 0,003
SL2 0,000
SR2 0,002
m”" 4,498
Sr 0,049
Sw 0,051
T3

Ensayista Nivel 6 Prom.  NUMERO | DS T1 T2 T4 T5
1 5,552 |5,485|5,485 (5,530 | 5,513 4 0,034 | 22,052 |121,573| 16 | 0,003
2 5,474 15,510 5,510 | 5,510 | 5,501 4 0,018 | 22,004 |121,044| 16 | 0,001
3 5,489 | 5,493 | 5,567 | 5,480 | 5,507 4 0,040 | 22,028 |121,308| 16 | 0,005
4 5,501 | 5,440 5,474 5,540 | 5,489 4 0,042 | 21,956 |120,516| 16 | 0,005
5 5,642 |5,510| 5,576 | 5,540 | 5,567 4 0,057 | 22,268 |123,966| 16 | 0,010

20 110,308 | 608,407 | 80 0,024
P 5
Sr2 0,002
SL2 0,001
SR2 0,002
m”" 5,515
Sr 0,046
Sw 0,040
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Anexo C 3 Tabla de datos de repetibilidad para el criterio de aceptabilidad en base
al coeficiente de Horwitz.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Muestra | Rep.l1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3
1 0,503 | 0,502 | 0,513 | 1,539 | 1550 | 1,544 | 2,498 | 2,555 | 2,509
2 0,512 | 0,498 | 0,512 | 1518 | 1,492 | 1,498 | 2,551 | 2,484 | 2,537
3 0,512 | 0,495 | 0,485 | 1,518 | 1519 | 1551 | 2,551 | 2,583 | 2,469
4 0,514 | 0,513 | 0,511 | 1,510 | 1,520 | 1,480 | 2,500 | 2,530 | 2,510
Prom. 0,510 | 0,502 | 0,505 | 1,521 | 1,520 | 1,518 | 2,525 | 2,538 | 2,506
DS 0,005 | 0,008 | 0,014 | 0,012 | 0,024 | 0,035 | 0,030 | 0,042 | 0,028
CVr% 0,97 1,57 2,69 0,82 1,56 2,28 1,19 1,66 1,12
CVh% 25,12 21,29 19,71
Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6
Muestra | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.l1 | Rep.2 | Rep.3
1 3,496 | 3,546 | 3,550 | 4,422 | 4491 | 4561 | 5552 | 5,489 | 5,642
2 3,520 | 3,576 | 3,449 | 4535 | 4585 | 4,492 | 5485 | 5493 | 5,510
3 3,520 | 3,510 | 3,518 | 4,535 | 4,558 | 4,525 | 5485 | 5567 | 5,576
4 3,460 | 3,550 | 3,550 | 4,480 | 4,460 | 4,400 | 5,530 | 5,480 | 5,540
Prom. 3,499 | 3546 | 3,517 | 4,493 | 4524 | 4,494 | 5513 | 5507 | 5,567
DS 0,028 | 0,027 | 0,048 | 0,054 | 0,058 | 0,069 | 0,034 | 0,040 | 0,057
CVr%e 0,81 0,77 1,35 1,20 1,28 1,53 0,61 0,73 1,02
CVh% 18,73 18,04 17,51
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Anexo C 4 Tabla de datos de reproducibilidad para el criterio de aceptabilidad en

base al coeficiente de Horwitz.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6

Muestra | Rep.1 | Rep.2 | Rep.l | Repl.2 | Rep.l | Rep.2 | Rep.l1 | Rep.2 | Rep.l | Rep.2 | Rep.l1 | Rep.2

1 0,481 | 0,495 | 1510 | 1,581 | 2,461 | 2,550 35 3,487 | 4,560 | 4,489 | 5474 | 5501

2 0,509 | 0503 | 1,476 | 1513 | 2,520 | 2,476 | 354 | 3,475 | 4,488 | 4,429 | 5510 | 5,440

3 0,508 | 0,493 | 1,476 | 1,547 | 2,520 | 2,515 | 3,502 | 3,543 | 4,488 | 4,458 | 5510 | 5474

4 0,496 | 0,489 | 1,486 | 1,570 | 2,430 | 2,480 | 3,510 | 3,420 | 4,500 | 4,500 | 5510 | 5,540

Prom. 0,499 | 0495 | 1,487 | 1553 | 2483 | 2505 | 3513 | 3,481 | 4509 | 4,469 | 5501 | 5489

DS 0,013 | 0,006 | 0,016 | 0,030 | 0,045 | 0,035 | 0,020 | 0,050 | 0,034 | 0,032 | 0,018 | 0,042
CVRI% | 262 1,18 1,08 1,93 1,81 1,38 0,56 1,45 0,76 0,72 0,33 0,77
CVhRi% 33,48 28,38 26,28 24,99 24,06 23,34

Anexo C5 Tabla de datos para la determinacion de exactitud en distintos niveles

|<£ VR

> 0,5 UgAS/L | 1,5 pgAs/L 2,5 LgAS/L

3 N

L 1 2 3

1 0,503 | 0,512 | 0,512 | 0,514 | 1,539 | 1,518 | 1,518 | 1,510 | 2,498 | 2,551 | 2,551 | 2,500

2 0,481 | 0,509 | 0,508 | 0,496 | 1510 | 1,476 | 1,476 | 1,486 | 2,461 | 2,520 | 2,520 | 2,430

3 0,502 | 0,498 | 0,495 | 0,513 | 1,550 | 1,492 | 1,519 | 1,520 | 2,555 | 2,484 | 2,583 | 2,530

4 0,495 | 0,503 | 0,493 | 0,489 | 1581 | 1513 | 1,547 | 1,570 | 2,550 | 2,476 | 2,515 | 2,480

5 0,513 | 0,512 | 0,485 | 0,511 | 1,544 | 1,498 | 1,551 | 1,480 | 2,509 | 2,537 | 2,469 | 2,510
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< VR
> 3,5 UgAs/L 4,5 ugAs/L 5,5 ugAs/L
3 N
L 4 5 6
1 | 3,496 | 3,520 | 3,520 | 3,460 | 4,422 | 4,535 | 4,535 | 4,480 | 5,552 | 5,485 | 5,485 | 5,530
2 | 3499 | 3542 | 3502 | 3,510 | 4,560 | 4,488 | 4,488 | 4,500 | 5,474 | 5,510 | 5,510 | 5,510
3 | 3,546 | 3,576 | 3,510 | 3,550 | 4,491 | 4,585 | 4,558 | 4,460 | 5,489 | 5,493 | 5567 | 5,480
4 | 3487 | 3475 | 3543 | 3,420 | 4,489 | 4,429 | 4,458 | 4,500 | 5,501 | 5,440 | 5,474 | 5,540
5 | 3550|3449 | 3518 | 3,550 | 4,561 | 4,492 | 4,525 | 4,400 | 5,642 | 5,510 | 5,576 | 5,540
No | O prom.| Dsij |Dsij2| G dij | dij2
UgAs/L
1 0,503 | 0,512 | 0,512 | 0,514 | 0,510 0,005 0,0000 | 1,361 | 0,010 | 0,00011
2 0,481 | 0,509 | 0,508 | 0,496 | 0,499 0,013 0,0002 | 0,628 | -0,002 | 0,00000
3 0,502 | 0,498 | 0,495 | 0,513 | 0,502 0,008 0,0001 | 0,036 | 0,002 | 0,00000
4 0,495 | 0,503 | 0,493 | 0,489 | 0,495 0,006 0,0000 | 1,217 | -0,005 | 0,00002
5 0,513 | 0,512 | 0,485 | 0,511 | 0,505 0,014 0,0002 | 0,519 | 0,005 | 0,00003
Prom.(y=j) | 0,502 Y (dij) | 0,0002
Cexp 0,389 p
DSj 0,006 DESRd | 0,006
C tab 0.532 ECMR | 1,26
dj 0,0022
DSj | 0,0059
texp 0,837
ttab 2,132
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No ugkg/L prom.| Dsij |Dsij2| G dij | dij2

1 1,539 | 1,518 | 1,518 | 1,510 | 1,521 0,012 0,0002 | 0,058 | 0,021 | 0,0005

2 1,510 | 1,476 | 1,476 | 1,486 | 1,487 0,016 0,0003 | 1,414 | -0,013 | 0,0002

3 1,550 | 1,492 | 1,519 | 1,520 | 1,520 0,024 0,0006 | 0,015 | 0,020 | 0,0004

4 1581 | 1,513 | 1,547 | 1,570 | 1,553 0,030 0,0009 | 1,411 | 0,053 | 0,0028

5 1544 | 1,498 | 1,551 | 1,480 | 1,518 0,035 0,0012 | 0,071 | 0,018 | 0,0003

Prom.(y=j) | 1,520 > (dij) | 0,0041

Cexp 0,392 p 5

DS;j 0,023 DESRd | 0,029

Ctab 0.532 ECMR | 2,04

dj 0,020

DS;j 0,023

texp 1,914

ttab 2,132

No | 2° prom.| Dsij |Dsij2| G dij | dij2
UgAs/L

1 2,498 | 2,551 | 2,551 | 2,500 | 2,525 0,030 0,0009 | 0,643 | 0,025 | 0,0006

2 2,461 | 2,520 | 2,520 | 2,430 | 2,483 0,045 0,0020 | 1,361 | -0,017 | 0,0003

3 2,555 | 2,484 | 2,583 | 2,530 | 2,538 0,042 0,0018 | 1,259 | 0,038 | 0,0014

4 2,550 | 2,476 | 2,515 | 2,480 | 2,505 0,035 0,0012 | 0,294 | 0,005 | 0,0000

5 2,509 | 2,537 | 2,469 | 2,510 | 2,506 0,028 0,0008 | 0,247 | 0,006 | 0,0000

Prom.(y=j) | 2,511 > (dij) | 0,0024

Cexp 0,302 p 5

DS;j 0,021 DESRd | 0,022

Ctab 0.532 ECMR | 0,96

dj 0,011

DS;j 0,021

texp 1,214

ttab 2,132
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3,5

No ugA,\s/L Prom. DSij DSij 2 G dij dij2

1 3,496 | 3,52 | 3,520 | 3,460 | 3,499 0,028 0,0008 | 0,511 | -0,001 | 0,0000

2 3,499 | 3,542 | 3,502 | 3,510 | 3,513 0,020 0,0004 | 0,089 | 0,013 | 0,0002

3 3,546 | 3,576 | 3,510 | 3,550 | 3,546 0,027 0,0007 | 1,446 | 0,045 | 0,0021

4 3,487 | 3,475 | 3,543 | 3,420 | 3,481 0,050 0,0025 | 1,259 | -0,019 | 0,0004

5 3,550 | 3,449 | 3,518 | 3,550 | 3,517 0,048 0,0023 | 0,236 | 0,017 | 0,0003

Prom.(y=j) | 3,511 > (dij) | 0,0029

Cexp 0,377 p 5

DS;j 0,024 DESRd | 0,024

Ctab 0.532 ECMR | 0,75

dj 0,011

DS;j 0,024

texp 1,049

ttab 2,132

No | &3 Prom.| DSij |Dsij2| G dij | dij2
HgAs/L

1 4,422 | 4535 | 4,535 | 4,480 | 4,493 0,054 0,0029 | 0,234 | -0,007 | 0,0000

2 4,560 | 4,488 | 4,488 | 4,500 | 4,509 0,034 0,0012 | 0,553 | 0,009 | 0,0001

3 4,491 | 4585 | 4,558 | 4,460 | 4,524 0,058 0,0034 | 1,267 | 0,024 | 0,0006

4 4,489 | 4,429 | 4,458 | 4,500 | 4,469 0,032 0,0010 | 1,416 | -0,031 | 0,0010

5 4,561 | 4,492 | 4,525 | 4,400 | 4,494 0,069 0,0048 | 0,170 | -0,006 | 0,0000

Prom.(y=j) | 4,498 > (dij) | 0,0017

Cexp 0,359 p 5

DS;j 0,020 DESRd | 0,018

Ctab 0.532 ECMR | 045

dj -0,002

DSj 0,020

texp -0,247

ttab 2,132
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No ugig/L prom.| Dsij |Dsij2| G dij | dij2
1 5552| 5,485| 5,485| 5,530| 5,513 0,034 0,0011 | 0,080 | 0,013 | 0,0002
2 5474| 5510| 5,510| 5,510| 5,501 0,018 0,0003 | 0,477 | 0,001 | 0,0000
3 5489| 5,493| 5,567| 5,480 5,507 0,040 0,0016 | 0,270 | 0,007 | 0,0001
4 5501 5,440| 5,474| 5540]| 5,489 0,042 0,0018 | 0,881 | -0,011 | 0,0001
5 5642| 5510| 5,576| 5540 5,567 0,057 0,0032 | 1,708 | 0,067 | 0,0045
Prom.(y=]) | 5515 > (dij) | 0,0049
Cexp 0,398 p 5
DSj 0,030 DESRd | 0,031
Ctab 0.532 ECMR | 0,62
dj 0,015
DSj 0,030
texp 1,139
ttab 2,132

Gtab=1,715

G tab = Test de Grubb’s

C exp = Test de Cochran’s experimental

DSj = Desviacion estandar
C tab = Test de Cochran’s tabulado

DESRd = Desviacion estandar relativa del sesgo

ECMR = Error cuadratico medio relativo

dj = Sesgo

t exp = t de student experimental

t tab =t de student tabulado
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Tabla de distribucion t - Student

Anexo E 1 Tablas

1 3.078 6.214 12,706 | 21.821 | 63.657
2 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925
3 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841
4 1.532 2.132 2776 3.747 4.604
5 1.476 2.015 2.571 3.3265 4.032
i 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707
7’ 1.415 1.895 2.265 2.998 3.4599
8 1.397 1.860 2.206 2.896 3.355
a 1.2832 1.823 2.262 2.821 3.250
10 1.372 1.812 2.228 2,764 3.169
11 1.363 1.796 2.201 2,718 3.106
12 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055
13 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012
14 1.345 1.761 2.145 2.624 2977
1% 1.241 1.753 2.131 2.602 2.947
16 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921
17 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898
18 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878
19 1.328 1.729 2.093 2.539 2.261
20 1.325 1.725 2.0286 2.528 2.845
21 1.3232 1.721 2.020 2.518 2.231
22 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819
23 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807
24 1.318 1.711 2.064 2.492 2797
25 1.316 1.708 2.060 2,485 2787
26 1.215 1.706 2.056 2.479 2779
27 1.314 1.703 2.052 2.473 2771
28 1.2132 1.701 2.043 2.467 2.763
29 1.311 1.699 2.045% 2.462 2756
20 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750
40 1.202 1.684 2.021 2.423 2.704
60 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660
120 1.289 1.658 1.930 2.358 2.617
oo 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576
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VALORES TABULADOS DE t A 95,46 % Y 99,73 % DE PROBABILIDAD

Grados 95,46% 99,73% Grados 95,46% 99,73%

de Una Dos Una Dos |de Una Dos Una Dos

libertad | cala Colas Cala Colas |libertad | cCola Colas Cola Colas
1 6,964 | 13,999 |117,890| 235,784 | 26 | 1,756 | 2,102 | 3,035 | 3,316
2 3,088 | 4532 | 13553 | 19208 | 27 | 1,754 | 2,098 | 3,025 | 3,303
3 2,461 | 3,310 | 7,256 | 9,219 28 | 1,752 | 2,004 | 3,016 | 3,291
a 2,218 | 2,871 | 5,480 | 6,620 29 | 1,749 | 2,001 | 3,007 | 3,280
5 2,001 | 2,650 | 4,687 | 5,507 30 | 1,747 | 2,088 | 2,999 | 3,270
6 2,013 | 2,518 | 4,247 | 4904 31 | 1,746 | 2,085 | 2,992 | 3,261
7 1,960 | 2,430 | 3,969 | 4,530 32 | 1,744 | 2,082 | 2,985 | 3,252
8 1,922 | 2,368 | 3,778 | 4,277 33 | 1,742 | 2,080 | 2,978 | 3,244
5 1,894 | 2,321 | 3,640 | 4,094 3a | 1,741 | 2,077 | 2,972 | 3,236
10 1,871 | 2,285 | 3,535 | 3,957 35 | 1,739 | 2,075 | 2,966 | 3,229
11 1,854 | 2,256 | 3,453 | 3,850 36 | 1,738 | 2,073 | 2,961 | 3,222
12 1,839 | 2,233 | 3,387 | 3,764 37 | 1,736 | 2,071 | 2,956 | 3,216
13 1,827 | 2,213 | 3,332 | 3,694 38 | 1,735 | 2,069 | 2,951 | 3,210
14 1,816 | 2,196 | 3,287 | 3,636 39 | 1,734 | 2,067 | 2,946 | 3,204
15 1,807 | 2,182 | 3,248 | 3,526 a0 | 1,733 | 2,065 | 2,942 | 3,199
16 1,800 | 2,170 | 3,215 | 3,544 a1 | 1,732 | 2,064 | 2,938 | 3,194
17 1,793 | 2,159 | 3,187 | 3,507 a2 | 1,731 | 2,062 | 2,934 | 3,189
18 1,787 | 2,150 | 3,162 | 3,475 a3 | 1,730 | 2,061 | 2,930 | 3,184
19 1,782 | 2,142 | 3,139 | 3,447 aa | 1,729 | 2,059 | 2,927 | 3,180
20 1,777 | 2,134 | 3,120 | 3,422 as | 1,728 | 2,058 | 2,924 | 3,175
21 1,773 2,127 3,102 3,400 46 1,727 2,057 2,920 3,171
22 1,789 2,121 3,086 3,380 47 1,727 2,056 2,917 3,168
23 1,785 2,116 3,071 3,361 48 1,726 2,054 2,914 3,164
24 1,762 2,111 3,058 3,345 49 1,725 2,053 2,912 3,160
25 1,759 2,106 3,046 3,330 50 1,724 2,052 2,909 3,157
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VALORES TABULADOS DE “C” PARA EL TEST DE COCHRAN'S A1% Y
5% DE PROBABILIDAD

n=2 n=3 n=4 n=5 n=6

p 1% 5% 1% 5% 1% 5% 1% 5% 1% 5%

2| -- -—- 0995 0975 09793 0939 0959 0906| 0937 04877
3| 0993 0967 0942 0&7/1| 0883 0798 0834 0746| 0793 0707
4| 0968 0906 0864 0768| 0781 0684 0721 0629 0676| 0,590
5| 0928 0841 0788 0684 0696 0598 0633 0544 0583 0506
6| 0883 0781 0722 0616| 0626 0532| 0564 0480) 0520| 0,445
7| 0838 0727 0664 0561| 05658 0480 0508 0431 0466| 0,397
6| 0794 0680 0615 0516| 0521 0438 0463 0391 0423 0,360
9| 0754| 0638 0573 0478 0481 0403 0425 0368| 0387 0329
10| 0718 0602| 0536| 0445 0447 0373 0393 0331 0357 0,303
11| 0684 0570 0504 0417 0413 0348 0366] 0308 0332] 0281
12| 0653 0541 0475 0392 0392 0326| 0343 0285 0310 0,262
13| 0624 0515 0450 0371 0369 0307 0322 0271 0291] 0,243
14| 0599 0492 0427 0352 0349 0291 0304 0255 0274| 0232
15| 0575 0471 0407 0335 0332 0276 0288 0242] 0259 0220
16| 0553 0452 0383 0319 0316 0262 0274 0230 0246| 0208
17| 0532 0434 0372 0305 0301 0250 0261 0219 0234 0195
18| 0514 0418 0355 0293 0283 0240 0249 0209 0223| 0,189
19| 0496 0403 0343 0281 0276 0230 0238 0200 0214| 0,181
200 0480 0389 0330 0270 0625 0220 0229 0192 0205 0174
21| 0465 0377 0318] 0261 0255 0212 0220| 04185 0197 0167
22| 0450 0365| 0307 0252 0246 0204| 0212| 0178 0,189( 0,160
23| 0437 0354 0297 0243 0238 0197 0204| 0172 0,182| 0,155
24| 0425 0343 0287 0235 0230 0191 0197| 0166| 0176| 0,149
26 0413 0334 0278 0228 0222 0185 0190 0160| 0170| 0,144
26| 0402 0325) 0270 0221 02156 0179| 0184| 0455 0164[ 0140
27 0391 0316 0262 0215 0209 0173 0179| 0150| 0,159| 0,135
26| 03382 0308| 0255| 0209| 0202 0168 0173| 0146| 0154 0,131
29| 0372 0300 0248 0203| 0196 0164 0168| 0142 0150 0127
30| 0363 0293 0241 0198 0191 0159 0164| 0135| 0,145| 0,124
31| 0355 02866| 0235) 0193) 0186| 0155| 0159| 0134 0141 0120
32| 0347 02860 0229 0185 0181 0151 0155 0131 0133 0117
33| 0339 0273 0224 0184 0477 0147 0151 0127 0134 0,114
34| 0332 0267 0218 0179 0172 0144 0147 0124 0131 0,111
35| 0325 0262 0213 0175 0168 0140 0144| 0121 0127 0,108
36| 0318 0256 0208) 0172) 0165 0137 0140| 0118 0124] 0106
37| 0312 0251 0204 0168| 01461 0134 0137 0116| 0121| 0,103
36| 0306 0246 0200 0164| 0457 0131 0134 01413 0119] 0,101
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VALORES TABULADOS DE “G” PARA EL TEST DE GRUBB'S AL 1% Y AL S
% DE PROBABILIAD

Prueba simple de un solo valor alejado Prieba dnblelde dos valores

p alejados

Arriba de 1% Arriba de 5% Bajo 1% Bajo 5%
3 1,155 1,154 -—- —-
4 1,496 1,481 0,0000 0,0002
5 1,764 1,715 0,0018 0,00890
6 1,973 1,887 0,016 0,0345
7 2139 2,020 0,0308 0,0708
8 2274 2127 0,0563 0,1101
9 2, 387 2,215 0,0851 0,1492
10 2482 2,290 0,1150 0,1864
11 2,564 2,355 0,1448 0,2213
12 2636 2412 0,1738 0,2537
13 2699 2,462 0,2016 0,2836
14 2,755 2,507 0,2250 0,3112
15 2806 2,548 0,2530 0,3367
16 2,852 2,586 0,2767 0,3603
17 2,894 2,620 0,2990 0,3822
18 2932 2,652 0,3200 0,4025
19 2,968 2,681 0,3398 0,4214
20 3,001 2,708 0,3585 0,439
21 3,031 2,734 0,3761 0,4556
22 3,060 2,758 0,3927 0,4711
23 3,087 2,780 0,4019 04857
24 3,112 2,802 0,4234 0,4994
25 3,135 2,822 0,4376 0,5123
26 3,158 2,841 0,4510 0,5245
27 3,179 2,859 0,4638 0.5360
28 3,199 2,876 0,4759 0,5470
29 3,218 2,893 0,4875 0,5574
30 3,236 2,908 0,4985 0,5672
3 3,253 2,924 0,5091 0,5766
32 3,270 2,938 0,5192 0,5856
33 3,286 2,952 0,5288 0,5941
34 3,301 2,965 0,5381 0,6023
35 3,316 2978 0,5469 0,6101
36 3,330 2,991 0,5554 0,6175
37 3,343 3,003 0,5636 0,6247
38 3,356 3,014 0,5714 0,6316
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Tabla de Horwitz

CONCENTRACION HEFETISILCWAD  REFRODLCIEL IDAD BNTERMNA,

O Ol

1ppt 17109 1,00E-12 54,0 as5,3

100 ppt 100 f 10" 1,00E-10 32,0 a2.7

1 pph 1/10° |1,00E-09

10 ppb 10/710"  1,00E-08 16,0 21,3

100 pphb

1ppm 1/410%  1,00E-06 8,00 10,7

10 f 10* 1 FE-O5

100 ppr 100/ 10°% 1,00E-D4 4,00 5.313

1000 ppen | 1000 £ 10°

15 1/10° 1,00E-02
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Tabla de % Recuperacion

RECUPERACION ESTIMADO (%)

100 100% 98-102

0,01 100 ppm 20 - 107

10 ppm

0,0001 1 ppm £0 - 110

0,000001 10 pph 60— 115
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