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RESUMEN

TITULO: VALIDACION E IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA PARA LA
DETERMINACION DE PLOMO EN TEXTILES Y CALZADO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA-HORNO DE GRAFITO.*

AUTOR: CARLOS ALBERTO ADARME DURAN**
PALABRAS CLAVE: Plomo, validacion, horno de grafito.

El plomo es un metal téxico que debido a fuentes naturales y antropogénicas se encuentra
ampliamente distribuido sobre la corteza terrestre, aumentado asi la posibilidad de entrar en
contacto con los seres vivos, y causar efectos adversos sobre la salud humana y el medio
ambiente si se superan los limites maximos permisibles. Con la validacion de la metodologia para
la determinacién de plomo en textiles y calzado, segun los lineamientos de la norma NTC ISO/IEC
17025:2005 se consiguid la evidencia objetiva que permite ofrecer el servicio y el reporte de
resultados veraces y confiables.

El desarrollo de la metodologia consistié en analizar muestras de textiles y calzado de acuerdo con
la norma UNI EN ISO 105-E04 para plomo extraible en textiles y el método EPA 3050B para plomo
total en textiles y calzado. Se utilizaron blancos de muestra y blancos de muestra fortificados con
un material de referencia certificados para determinar el limite de deteccién y de cuantificacion, la
linealidad, la precisién, la exactitud y la estimacién de la incertidumbre.

Con los resultados obtenidos, se adquirié la evidencia objetiva para declarar la idoneidad del
método EPA 3050B para la determinacibn de plomo total en textiles y calzado por
espectrofotometria de absorcidn atémica - horno de grafito en el Laboratorio Quimico de Consultas
Industriales y contribuir con informacion para la validacién de la metodologia para la determinacion
de plomo extraible en textiles y calzado.

*Trabajo de grado

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Yolanda Vargas Fiallo. Quimica M.Sc.
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ABSTRACT

TITLE: VALIDATION AND IMPLEMENTATION OF THE METHODOLOGY FOR THE
DETERMINATION OF LEAD IN TEXTILES AND FOOTWEAR BY GRAPHITE FURNACE ATOMIC
ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY (GFAAS).*

AUTHOR: CARLOS ALBERTO ADARME DURAN**
KEY WORDS: Lead, Validation, Graphite Furnace.

Lead is a toxic metal that due to natural and anthropogenic sources is widely distributed over the
earth's crust, increasing the possibility of coming into contact with living beings, causing adverse
effects on human health and the environment if the maximum permissible limits are exceeded. The
validation of the methodology for the determination of lead in textiles and footwear, according to the
guidelines of the norm NTC ISO/IEC 17025:2005 the objective evidence that allows to offer the
service and the report of veracious and reliable results was obtained.

The development of the methodology consisted in analyzing samples of textiles and footwear in
agreement with the norm UNI IN ISO 105-E04 for removable lead in textiles and the method EPA
3050B for total lead in textiles and footwear. Sample blanks and fortified blanks of sample were
used and fortified with a material of reference certified to determine the limit of detection and limit of
quantification, linearity, precision, accuracy and the estimation of the uncertainty.

With the obtained results, the objective evidence was acquired to declare the suitability of the EPA
3050B method for the determination of total lead in textiles and footwear by graphite furnace atomic
absorption spectrophotometry in the Chemical Laboratory of Industrial Consultations and to
contribute with information to the validation of the methodology for determining the removable lead
in textiles and footwear.

*Degree Project

**Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Yolanda Vargas Fiallo. M.Sc
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INTRODUCCION

La implementacion de politicas a nivel global con el fin de proteger a las personas
de sustancias quimicas que pueden ser nocivas para la salud humana, se aplican
en todos los campos de la industria.

Agencias gubernamentales como la CPSC (Consumer Product Safety
Commission), han establecido limites permisibles de sustancias toxicas presentes
en ciertos tipos de productos de uso cotidiano, y se han extendido a entidades
privadas, que buscan garantizar la calidad y seguridad de sus productos
obteniendo certificados, como la etiqueta ecoldgica “Eco-Label” para prendas de
vestir, que asegura una concentracion minima de sustancias nocivas.

En la industria textil, parte de los controles estan destinados a regular la
concentracion de metales pesados, como el plomo [CPSC, 2008], que afecta
diversos 6rganos y puede causar dafios neuroldgicos, renales, gastrointestinales y
hematol6gicos [UNEP, 2011]. En los nifios, se han reportados casos de problemas
de aprendizaje y trastornos mentales.

Estas politicas de proteccion se han convertido en barreras de entrada a paises en
todo el mundo, afectando la exportacién de los productos textiles y de calzado
colombianos, ya que el pais no cuenta con laboratorios acreditados que brinden el
servicio.

El primer paso, para mejorar la dindmica textil y aumentar la participacion de
Colombia en el mercado mundial, es validar e implementar una metodologia para
la determinacion de plomo en textiles y calzado. De tal forma que satisfaga las
necesidades de los clientes, brindando resultados veraces y confiables.

Siguiendo los lineamientos establecidos por la norma NTC ISO/IEC 17025:2005,
se asegura que la validacion de la metodologia cumple con los requisitos
generales para los laboratorios de ensayo, y se garantiza un servicio eficaz, ya
gue cuenta con un control analitico, donde cada método tiene una serie de
condiciones establecidas para la toma de muestras, preservacion, tratamiento y
tiempo de andlisis.

La realizaciébn del presente trabajo permitié validar la metodologia para la
determinacién de plomo total en textiles y calzado, por espectrofotometria de
absorcion atdbmica con horno de grafito, en el Laboratorio Quimico de Consultas
Industriales de la Universidad Industrial de Santander, y se contribuyé con
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informacion preliminar para la puesta a punto de la determinacion de plomo
extraible con una solucién de sudor acido artificial.
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1 MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES DEL PLOMO

El plomo (N° CAS 007439-92-1), ubicado en el grupo IV A y el periodo 6 de la
tabla periddica, es un metal pesado que se presenta de forma natural en la corteza
terrestre [Landis et al., 2005]. Aunque se encuentra en pequefias cantidades, esta
ampliamente distribuido, como resultado de actividades mineras e industriales
principalmente. Es considerado como un elemento no esencial, cuyas altas dosis
pueden provocar efectos adversos en los seres vivos [ATSDR,
http://www.atsdr.cdc.gov/], razén por la cual a lo largo de los afios se han
generado regulaciones a nivel mundial, que buscan proteger la salud humana y el
medio ambiente.

1.2 PLOMO EN EL MEDIO AMBIENTE

La distribucion del plomo en la corteza terrestre se debe tanto a fuentes naturales
como antropogeénicas. La actividad volcanica y mineralizacion de rocas contribuye
con la deposicion de plomo en la naturaleza. Sin embargo, las emisiones
asociadas con la actividad humana se han convertido a lo largo de los afos en la
principal fuente de contaminacion ambiental.

Desde hace cientos de afos, el plomo ha sido empleado por los humanos y
desempefia un rol importante en la economia de los paises industrializados. Uno
de sus principales usos y que actualmente esta prohibido, fue como antidetonante
en combustibles. Otras fuentes importantes en la industria son: tuberias, pinturas,
soldaduras, vidrio, esmaltes de ceramica, caucho, plasticos, e insecticidas.

Las tres formas quimicas de plomo son: el plomo metalico, compuestos
inorganicos de plomo y compuestos organicos de plomo. El plomo metalico es
poco abundante en la naturaleza y representa solo un 0,0013 % de la corteza
terrestre. La forma mineral mas comun del plomo es un sulfuro conocido como la
galena (PbS), y le siguen sus productos de meteorizacion, un carbonato (cerusita,
PbCO3) y un sulfato (anglesita, PbSO,) [Rico et al., 2012]. En cuanto a sus
compuestos organicos, el tetraetilo de plomo (CH3CHy)4,Pb y el tetrametilo de
plomo (CHs)4Pb representan el uso mas comun de esta forma quimica del plomo
[UNEP, 2011].
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1.2.1 Migracién natural

La distribucion natural del plomo sobre el agua superficial y subterranea no es
apreciable, cualquier plomo disuelto a partir de minerales de sulfuro primarios
tiende a combinarse con iones carbonato o sulfato formando compuestos
insolubles en agua. La desintegracion mecéanica y el transporte de estos
compuestos de plomo insoluble, pueden retirar el metal de la superficie del mineral
y dispersarla en cierta medida, al igual que la lixiviacion producida por aguas
acidas ricas en materia orgénica, donde el plomo forma compuestos organicos
solubles. De esta forma puede ser absorbido por las plantas y entrar en la cadena
alimentaria, aunque son escasos los ejemplos [Lovering, 1976].

1.2.2 Plomo atmosférico

Las fuentes de plomo en el medio ambiente incluyen: fundidoras de plomo, la
guema de materiales que contienen plomo, particulas retiradas del suelo por el
viento y la combustién de la gasolina con plomo. Las emisiones gaseosas de
fundiciones y procesos de refinacion pueden aportar cantidades significativas de
plomo en el aire. Sin embargo, hasta hace pocos afos la principal fuente de
contaminacion atmosférica eran los automoviles. La introduccion del tetraetilo de
plomo como agente antidetonante de la gasolina incrementé drasticamente la
contaminacion ambiental [Landis et al., 2005]. Entre los afios 1950 y 1990, se
presentd el mayor incremento, reflejando asi el aumento del uso de gasolina con
plomo a nivel mundial. Para el afio 1979, las emisiones de plomo atmosférico
fueron de 94.6 millones de kilogramos en EE. UU. y en 1989 disminuy6 reportando
un valor de 2.2 millones de kilogramos, cuando la EPA limit6 el uso de gasolina
con plomo [ATSDR, 2007].

En la atmdsfera el plomo se encuentra principalmente en forma de particulas, lo
que genera gran preocupacion por su capacidad de viajar miles de kildmetros
arrastrados por el viento, aumentado la distribucion y contaminacion a nivel global.

1.2.3 Plomo en suelos

El suelo es contaminado con plomo por deposicion desde el aire contaminado,
meteorizacién y polvo de pinturas a base de plomo. Segun el entorno del suelo, la
fuente principal varia; el suelo al lado de carreteras se contamina principalmente
por el escape de los automaviles y en las ciudades las emisiones de automoviles y
la pintura a base de plomo en edificios, puentes, y casas incrementan la
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deposicion en el suelo, ademas de la eliminacién de productos que contienen
plomo (e.g., baterias).

1.2.4 Plomo en aguas

Las aguas superficiales pueden contener cantidades significativas de plomo, por
ejemplo: resultado de perdigones de plomo que quedan en lagos y lagunas como
se ha visto en el norte de América, desechos generados por la actividad industrial,
o de la migracién desde tuberias de plomo o soldaduras cuando entran en
contacto con agua acida o “blanda”.

1.3 EL PLOMO EN LA INDUSTRIA TEXTIL

La presencia del plomo en la industrial textil, es el resultado de la etapa de tefido
de fibras durante la produccion de prendas de vestir y calzado. Proviene de dos
tipos de sustancias; pigmentos y mordientes. La Tabla 1, contiene algunos
ejemplos de pigmentos con plomo.

Tabla 1. Pigmentos con plomo.

Color Pigmento
Blanco Blanco de plomo (carbonato de plomo)
Amarillo Amarillo real (6xido de plomo)
Rojo Rojo Saturno (tetra6xido de plomo)

Por su parte, los mordientes son sustancias que permiten una mejor fijacién del
color, y pueden ser de origen natural o sintético. Actualmente se utilizan sales
solubles de metales como aluminio, cromo, cobre, hierro y plomo (e.g., acetato de
plomo).

El mordentado de la fibra se realiza agregando en agua caliente la fibra y el
mordiente, y segun su finalidad puede realizarse antes o después del tefiido. Si se
realiza en la parte final del tefildo permiten variar la tonalidad del color.

Al colocar el mordiente en agua caliente, se disocia y el metal queda como catién
metalico que se une a la fibra textil y forma un complejo con la molécula colorante
aumentado asi la resistencia o fijacion del color.
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Ademas, el tipo de metal que forma parte del complejo determina la tonalidad del
color, es decir, para un mismo tipo de fibra y colorante, el uso de diferentes
mordientes producira diferentes tonalidades o colores.

1.4 TOXICIDAD DEL PLOMO

El plomo es un metal toxico a bajos niveles de exposicion y puede presentar
efectos agudos o cronicos segun el escenario de exposicion. Debido a su toxicidad
sistematica, una vez que entra en la sangre es distribuido en el cuerpo y puede
causar efectos adversos neurolégicos, cardiovasculares, renales,
gastrointestinales, hematologicos y reproductivos. A través de la interaccion con
las células del cerebro se afecta el sistema nervioso central y pueden aparecer
sintomas como encefalopatia, convulsiones y delirio [UNEP, 2011].

En los nifios la intoxicacion con plomo puede tener consecuencias graves. Si el
grado de intoxicacion es elevado, ataca el cerebro y el sistema nervioso central,
provocando un coma, convulsiones o incluso la muerte. Ademas una intoxicacion
grave puede generar secuelas como retraso mental o trastornos en el
comportamiento [WHO, 2013].

No existe un nivel de concentracion de plomo en sangre que se considere exento
de riesgo, incluso concentraciones en sangre que no superan los 5 pg/dL (nivel
hasta hace poco considerado seguro) puede causar disminucién de la inteligencia
del niflo, asi como problemas de comportamiento y dificultades de aprendizaje
[WHO, 2013].

1.4.1 Exposicién

La exposicién se da a través de la inhalacion de particulas de polvo contaminadas
y la ingestion de comida y agua. La inhalacion es una importante via de exposicion
en las proximidades de fuentes puntuales como: industrias de fundicion de plomo,
paises que todavia utilizan gasolina con plomo y zonas donde se queman residuos
de productos con plomo. Dentro de los hogares, a parte de la ingestion de plomo a
través de la comida, se da la inhalacion de particulas de plomo producto del
desgaste de la pintura a base de plomo. Ademas, algunos estudios han
demostrado la presencia de plomo en leche materna [Hermoza et al., 2006].

La exposicion al plomo se puede medir mediante un analisis de sangre; sin
embargo, este enfoque no refleja con exactitud en grado de intoxicacion del
individuo, debido a la deposicién del plomo en los huesos en donde sustituye al
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calcio. Se estima que el 90 % del plomo se deposita en los huesos [Landis et al.,
2005].

1.4.2 Saturnismo

El saturnismo es el envenenamiento agudo o crénico, debido al plomo y se
caracteriza por provocar trastornos gastrointestinales y mentales, ademas de
producir anemia, es decir, déficit de hemoglobina en la sangre; donde interfiere
con la sintesis del grupo hemo, al inhibir la actividad de la enzima ALA-D
[Macarulla et al., 1994].

1.5 METODOS PARA LA DETERMINACION DE PLOMO

Actualmente se cuenta con diversas herramientas para la determinacion de
metales, y se realizan estudios que buscan mejorar aspectos como: la
sensibilidad, rapida preparacion de la muestra, bajos costos y todo aquello que
conlleve a la obtencion de resultados confiables. En la Tabla 2 se presenta un
listado con las técnicas analiticas para la determinacion de metales.

Tabla 2. Técnicas instrumentales para la determinacién de metales.

No Técnica instrumental

Espectrometria de absorcion atomica AAS
Espectrometria de emision atdbmica AES
Espectrometria de fluorescencia atobmica AFS
Espectrometria de masas atomica
Espectrometria atdbmica de rayos X

G WIN|F

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del analito se debe escoger
con detenimiento la técnica analitica a usar, considerando ademas la sensibilidad
gue se desee, ya que unas técnicas son mas sensibles que otras. En la Tabla 3,
se pueden apreciar la sensibilidad para algunas técnicas analiticas instrumentales
y algunos elementos [Skoog et al., 2005].
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Tabla 3. Limites de deteccion en ng/mL para algunos elementos.

Elemento AAS AAS AES AES ICP AFS
Llama electrotérmico Llama Llama
As 100 0,02 0,0005 40 100
Cd 1 0,0001 800 2 0,01
Mg 0,1 0,00002 5 0,05 1
Na 2 0,0002 0,1 0,2 -
Pb 10 0,002 100 2 10
\% 20 0,1 300 30 50
Zn 2 0,00005 0,0005 2 0,02

1.5.1 Espectrofotometria de absorcion atébmica

Actualmente la espectrofotometria de absorcion atdmica es la técnica instrumental
mas utilizada para la determinacion de metales, ya que ofrece la posibilidad de
analizar una gran cantidad de metales, y segun el método de atomizacion, se
pueden alcanzar mejores niveles de sensibilidad.

La espectroscopia de absorcién atobmica se basa en la absorcion de radiacion por
parte de atomos en estado basal y fase vapor. En primer lugar, la muestra se
divide en finas gotas a través de un nebulizador neumético (generalmente), para
luego ser atomizadas. Los métodos principales de atomizacién son la atomizacion
con llama y electrotérmica. Esta Ultima se conoce también como horno de grafito y
es mas sensible que la llama directa, ya que los atomos o iones formados en la
llama pueden perderse por su volatilidad, mientras que en el horno quedan
atrapados permitiendo que sean detectados en concentraciones mas pequefas.
Generalmente se utilizan volimenes entre 0.5 y 10 uL que permiten los limites de
deteccion en el intervalo de 10*° — 10 g de analito.

En la Figura 1l.a, se observa la seccion transversal de un atomizador
electrotérmico. En este sistema la atomizacién tiene lugar en un tubo de grafito de
unos 5 cm de largo y 1 cm de diametro interno, el cual se ajusta a un par de
contactos eléctricos cilindricos de grafito, que se ubican a ambos extremos del
tubo y permiten calentar unos pocos microlitros de muestras ubicados sobre la
plataforma de L'vov (Figura 1.b) para evaporarlos a baja temperatura. Luego se
calcinan a una temperatura mas alta y por ultimo la corriente se incrementa
rapidamente a varios cientos de amperios generando una temperatura de 2000 a
3000°C, que provoca la atomizacién de la muestra en unos pocos milisegundos a
segundos. Los vapores generados a partir de la matriz de la muestra durante las
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dos primeras etapas de calentamiento, son desalojados por un flujo de gas inerte
(flujo interno). Ademas, se cuenta con un flujo de gas externo que evita la entrada
de aire desde el exterior y la consiguiente incineracion del tubo [Skoog et al.,
2005].

Figura 1. a) Seccion transversal del horno de grafito. b) plataforma de L’vov y
su posicién en el horno de grafito, [Skoog et al., 2005].
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Después de obtenerse los atomos, se hace incidir radiacion electromagnética de
una fuente externa de luz, que emite la(s) linea(s) espectral(es) correspondiente(s)
a la energia necesaria para una transicion electronica del estado normal o basal a
un estado excitado. La eleccion de la lampara o fuente de luz se hace de acuerdo
al metal que se desea analizar. Existen diversas fuentes, una de ellas es la
lampara de catodo hueco la cual consiste en un anodo de tungsteno y un catodo
cilindrico, sellado en un tubo de gas lleno de nedn o argon a una presiéon de 1- 5
torr. El catodo esta construido con el metal cuyo espectro se desea obtener o bien
sirve como soporte para una pelicula de dicho metal. La ionizacion del gas se
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produce cuando se aplica un potencial a través de los electrodos lo que da lugar a
una corriente de 5-10 mA a medida que los iones migran hacia los electrodos.

Si el potencial es lo suficientemente grande, los cationes gaseosos adquieren la
suficiente energia cinética para desalojar algunos atomos metdlicos de la
superficie del catodo y producir una nube atémica. Una parte de los atomos
dispersados se encuentran en estado excitado y emiten radiacion caracteristica en
forma usual [Maroto. 2002] con la que se excita el analito. Finalmente el haz
atenuado llega a un detector fotomultiplicador y produce una sefial que es
procesada mediante un software especializado.

Segun el elemento a analizar, debe elegirse una configuracién adecuada para el
proceso de atomizacidon. Por ejemplo, para el andlisis de mercurio debe utilizarse
un generador de hidruros y atomizar la muestra en vapor frio. La eleccion del tipo
de llama también debe realizarse cuidadosamente. Por ejemplo, para el andlisis
de vanadio se recomienda la llama de Oxido nitroso/acetileno que alcanza
temperaturas mas altas, permitiendo una mejor disociacion del atomo. Si se
considera la sensibilidad, se recomienda el uso de la atomizacion electrotérmica
ya que permite obtener limites de deteccion mas bajos. Entonces resulta
importante planear la configuracién del método, ya que influye directamente en la
obtencién de los resultados analiticos.

1.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Los resultados emitidos por parte de un laboratorio de analisis quimico, requieren
un grado de confianza con respecto a la veracidad y exactitud del valor reportado,
de tal forma que satisfaga las necesidades previstas para dicho andlisis y se
garantice la fiabilidad del método empleado. Con la validacion de la metodologia
analitica se demuestra que la medicion realizada cuenta con las caracteristicas
previamente mencionadas.

La validacion es la confirmacion a través del examen y el aporte de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
[NTC-ISO/IEC 17025:2005]. Y debe ser tan rigurosa que satisfaga las necesidades
y requisitos para el fin previsto. Ademas es considerada como una aplicacion del
ciclo Deming o ciclo PHVA (Planear, Hacer, Verificar, Ajustar) interpretado como
una aplicacién del método cientifico [Lazos, 2004], que caracteriza el proceso para
evaluar los parametros de desempefio del método.
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1.6.1 Validacion interna

El laboratorio debe aplicar métodos que sean apropiados para los ensayos dentro
de su alcance, y que estén debidamente validados. Por tal razon se debe realizar
pruebas experimentales bajo las condiciones del laboratorio, y obtener los valores
de los parametros que serviran como criterios de confianza del método analitico
[Coy, 1999]. Asi mismo, se debe documentar toda la evidencia adquirida segun el
sistema de gestion de calidad del laboratorio y constar por escrito que dicho
proceso estd validado y autorizado por el director del laboratorio para su
aplicacion.

1.6.2 Figuras de mérito

Las figuras de mérito son los parametros que caracterizan el desempefio de un
método de analisis, definiendo su adecuacion en una situacion de prueba dada
[INAB, 2012]. Son consideradas las siguientes caracteristicas de fiabilidad: limite
de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad/intervalo de trabajo, precision,
exactitud y sensibilidad.

1.6.2.1 Limite de deteccidn

El limite de deteccion se define sobre la base de evitar atribuir errbneamente una
seflal que no corresponde al analito (falso positivo) y al mismo tiempo evitar
reportar como “no detectado” un “espécimen” correspondiente al analito (falso
negativo). Se define entonces como la minima cantidad de un parametro analitico
(concentracion) que puede ser detectado con un nivel definido de confianza
utilizando un método especifico [INAB, 2012].

Segun ISO, el limite de deteccioén es la concentracion neta verdadera o la cantidad
del analito en el material a analizarse que tiene una probabilidad de (1-B) de ser
distinguido del blanco de muestra. Donde f es la probabilidad de un falso negativo
(IUPAC recomienda un valor de 0,05 para ) [Mocak et al., 1997].

1.6.2.2 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja del analito que puede ser
determinada con un nivel adecuado de precision y exactitud. Indicando asi el
nivel mas bajo para el rango de medicién [INAB, 2012].
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1.6.2.3 Intervalo de trabajo

Todo método cuantitativo requiere la determinacion del intervalo de
concentraciones sobre los cuales puede aplicarse el método. Dentro del cual
puede existir un intervalo lineal, que se caracteriza por presentar una respuesta
directamente proporcional a la concentracion de analito, en relacion con la
formulacion de la curva de calibracion [INAB; 2012]. Dicho intervalo se ve afectado
en su extremo inferior por el limite de deteccién y el limite de cuantificacion y en
su extremo superior por efectos que depende del sistema de respuesta del analito
[EURACHEM, 1998].

1.6.2.4 Precision

La precision es una medida del grado de concordancia entre los analisis multiples
de una muestra dada [APHA, 1992]. Estadisticamente se especifica mediante la
desviacion estandar, la varianza o el coeficiente de variacion bajo determinadas
condiciones caracterizando de esta forma la dispersion de las mediciones.

1.6.2.5 Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre un valor medido y un valor
verdadero de un mensurando que es imposible de conocer en la practica; en su
lugar se utiliza un valor aceptado como verdadero. Normalmente la exactitud se
expresa en términos de precision y de veracidad, esta ultima especificada
mediante el sesgo. La veracidad expresa la cercania de la media de un conjunto
de resultados respecto al valor aceptado como real [EURACHEM, 1998; VIM,
2008]. La relacion entre la precision y sesgo se muestra en la Figura 2,
encontrandose para una precision alta y bajo sesgo un resultado exacto.

Figura 2. Efecto de la precisién y el sesgo en la exactitud.
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1.6.2.6 Sensibilidad

La sensibilidad es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un
cambio en la concentracion del analito. En relacion con la curva de calibracion se
determina como la pendiente del rango lineal, que depende del equipo y su
optimizacién [INAB, 2012].

1.6.3 Control analitico de la medicién

Luego de realizar la validacion de la metodologia analitica, se debe llevar a cabo
el seguimiento de las operaciones analiticas particulares (como parte de su control
de calidad interno), para verificar que el método se estd desempefiando de
acuerdo con lo esperado. El analisis de muestras de contenido conocido durante
el uso rutinario de lotes de muestras, implica un control adecuado que permite al
analista deducir si la variedad en las respuestas analiticas reflejan cambios
inesperados e indeseados en el desempefio del método.

1.6.4 Control de calidad interno

El control de calidad interno, incluye la utilizacién de muestras para el control de la
calidad, suficientemente estables y homogéneas. Comunmente se realiza un
seguimiento del valor analizado de la muestra de control, graficandolo en una
carta de control, para la cual se han establecido limites de advertencia vy limites
de control; convencionalmente los limites de advertencia corresponden a + 20 (2
desviaciones estandar) del valor de la media y los limites de control a + 30 (3
desviaciones estandar) del valor de la media.

1.6.5 Incertidumbre en la medicién analitica

Como resultado de la variabilidad inherente a la naturaleza y la imperfeccion en la
realizacion de las mediciones, el valor exacto de una magnitud no se puede
determinar; s6lo se puede asignar un valor aceptado como verdadero al
mensurando. Ademas, cabe sefalar que toda medicion puede tener asociados
errores aleatorios (que pueden ser minimizados) y errores sistematicos (que
pueden ser eliminados) afectando asi la medicion y generando una duda sobre
resultado obtenido.

El vocabulario internacional de metrologia define la incertidumbre de la medicién
como un pardmetro que caracteriza la dispersién de los valores atribuidos al
mensurando [VIM, 2008], a partir de la informacién que se utiliza. La incertidumbre
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esta compuesta de contribuciones de diversas fuentes, cuyos efectos deben ser
evaluados y estimar su aporte a la incertidumbre total.

1.6.6 Fuentes de incertidumbre

Toda metodologia analitica requiere el desarrollo de un procedimiento compuesto
de varios pasos, que implican una contribucién de incertidumbre asociada a la
medicion. Por lo tanto debe identificarse que pasos afectan significativamente el
valor atribuido al mensurando y “cuantificar” dicho efecto.

Las fuentes de incertidumbre provienen de diversos factores involucrados en la
medicion, por ejemplo de los resultados de calibracién, la incertidumbre del patron,
la repetibilidad de lecturas y la reproducibilidad de las mediciones entre otras
[Lazos, 2000].

Algunas fuentes de incertidumbre se mencionan a continuacion:

1.6.6.1 Mediciéon de una masa

La balanza es uno de los instrumentos primordiales en un laboratorio, ya que se
utiliza para determinar la cantidad de masa de la muestra a analizar o de los
reactivos usados en la metodologia.

Es un instrumento que se debe utilizar con delicadeza, y consultar sobre los
detalles para pesar segun el modelo de balanza que se tenga. A continuacién se
mencionan las reglas generales para utilizar la balanza analitica cualquiera que
sea la marca o modelo.

e Centrar la carga sobre el platillo.

e No pesar objetos calientes.

¢ No tomar el objeto con las manos desnudas.

e Conservar la balanza limpia.

e Consultar al instructor sobre el ajuste de la balanza.

Aun con el uso correcto de la balanza, la medida de una masa tiene un error
inherente al instrumento, que proporciona un rango dentro del cual se encuentra el
valor verdadero de la medicion, es decir, dicho rango se ve afectado por diversos
factores. Las fuentes de incertidumbre asociadas a la pesada de la muestra
pueden dividirse en tres tipos; la incertidumbre de calibracién, incertidumbre de la
propia medida de la masa y la deriva de la balanza [Maroto, 2002].
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e Incertidumbre de calibracién

Esta incertidumbre depende de si la balanza tiene una calibracion interna o
externa. En el caso del laboratorio la calibracion es externa por lo que se debe
usar la incertidumbre reportada en el certificado de calibracion emitido por el
laboratorio de calibracion.

e Incertidumbre de la propia medida de la masa

Esta incertidumbre depende de la precision y de la resolucion de la balanza, y se
determina mediante la siguiente expresion:

Ugmedida) = (S(M;)? + (res?)/3)"? Ec.1.1.
Donde s(m;) es la desviacidén estandar y “res” la resolucién de la balanza.
e Derivade labalanza

La incertidumbre de la deriva considera que la balanza se descalibra con el paso
del tiempo y la diferencia entre la temperatura a la que se calibra la balanza u(dca)
y la temperatura a la que se pesa la muestra u(dy).

U(deriva) = (U(dcal)2 + U(dT)z)ll2 Ec.1.2.

Donde u(dca) se obtiene calculando la deriva entre dos calibraciones sucesivas.
Esta deriva se calcula como la diferencia (dif) entre las correcciones obtenidas en
ambas calibraciones.

U(dca) = ((dif; 2)/3)2 Ec.1.3.

La incertidumbre debida a la diferencia de temperatura en que se calibra la
balanza y se pesa la muestra debe calcularse con la siguiente expresion:

u(dr) = sen AT myq, / 3%2 Ec.1.4.

Donde sen, es la deriva de sensibilidad debida a cambios de temperatura y viene
dada en las especificaciones de la balanza, AT es la diferencia maxima entre la
temperatura del laboratorio y la temperatura a la que se hace la calibracién de la
balanza (20° C) y mpa, €s la masa patron de referencia.

A continuacién se mencionan otras fuentes de incertidumbre.
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e Correccion por flotacion

Un error por flotacion afectara los datos si la densidad del objeto que se pesa
difiere de las pesas patron. El origen de este error es la diferencia de la fuerza de
flotacion ejercida por el medio (aire) sobre el objeto y las pesas patron. La
correccion para las balanzas electrénicas se obtiene por medio de la ecuacion

W1 =Wz + W ( daire/dobj - daire/dpesa) Ec.1.5.

Donde w; es la masa corregida del objeto, w, es la masa del objeto, doj €s la
densidad del objeto, dyesa €S la densidad de las pesas (la mayoria de las veces se
usa 8 g/cm®), daire €s la densidad del aire desplazado por ellos y daie tiene un valor
de 0,0012 g/cm®

e Efectos de latemperatura

Al pesar un objeto cuya temperatura difiera a la del medio ambiente se genera un
error significativo. La causa mas comun es el tiempo necesario para que un objeto
gue ha sido calentado regrese a la temperatura ambiente. Existen dos fuentes de
errores debido a la diferencia de temperatura. El primero ocasionado por la
corriente de conveccion del aire que ejerce un efecto de flotacién. El segundo, el
aire caliente atrapado en un recipiente cerrado pesa menos que el mismo volumen
a menor temperatura. Ambos efectos hacen que la masa aparente del objeto sea
mas baja [Skoog, 2005].

1.6.6.2 Mediciéon de un volumen

Al igual que la pesada, la medicion del volumen tiene implicito un error que
contribuye con la incertidumbre total del método. En el mercado se puede
encontrar dos tipos de material de vidrio: Tipo Ay Tipo B, encontrandose que para
el material de Tipo B, las tolerancias son el doble de las del Tipo A, y son
reportadas por el fabricante, ya sea impresas sobre el material o en un certificado.

Ademas, el material de vidrio cuenta con una clasificacibn de acuerdo al
mecanismo de medicion: material de llenado “in”, que provee un volumen preciso
en el interior de recipiente e.g. balones aforados, y de descarga “ex”, que provee
un volumen preciso una vez descargado el recipiente, e.g. pipetas.

e Efecto de latemperatura

La temperatura a la que se realiza el experimento influye en la medicién de un
volumen principalmente por dos razones: el equipo volumétrico se calibra
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convencionalmente a 20°C, pero la temperatura del laboratorio analitico al realizar
el experimento puede diferir con facilidad de ésta en varios grados. En segundo
lugar, la temperatura afecta tanto al volumen del material de vidrio como a la
densidad de los liquidos. El coeficiente de dilatacion para disoluciones acuosas
diluidas es aproximadamente del 0,025% por grado, mientras que para recipiente
de vidrio borosilicatado la variacion de sera del 0,001% por grado. Resulta
evidente que los cambios en los volimenes debidos al material de vidrio no son
representativos y no deberan ser considerados como una fuente de incertidumbre
significativa, a menos que se trabaje a una temperatura muy diferente de 20°C
[Skoog, 2002].

Para estimar el efecto de la temperatura sobre el volumen se utiliza la siguiente
ecuacion:

Efecto de la temperatura = + (V*AT*C) Ec.1.6.
Donde
V: volumen medido.
AT: es la diferencia de temperatura, tomando como referencia 20°C.

C: es el coeficiente de expansion para el agua.

1.6.6.3 Diluciones

En el desarrollo de la metodologia se deben utilizar diluciones cuando la muestra
analizada presenta una concentracion que se sale del rango lineal de trabajo y
para la preparacion de la curva de calibracion.

La dilucion se caracteriza por un parametro conocido como factor de dilucion (Fg),
el cual se calcula mediante la siguiente expresion:

Fa=V,/Vy Ec.1.7.
Donde
V,: es el volumen de aforo.
V1. Es el volumen de la alicuota.

V1 y V2 representan las dos fuentes de incertidumbre en el proceso de dilucién,
por lo que debe considerarse la contribucion de ambas. Y se tiene que se ven
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afectadas por la calibracion de material, la temperatura y la repetibilidad,
expresada como sigue [Ramirez et al., 2012 y CENAM, 2008].

u(d) = [(Ua/Va)* + (U2l V)T Ec.1.8.
Donde
Uy1: €s la incertidumbre debida al aforo.

Uy2: es la incertidumbre de la alicuota.

1.6.7 Estimacion de laincertidumbre

Identificadas todas las fuentes de incertidumbre significativas se procede a
cuantificar la incertidumbre. Se distinguen dos métodos para cuantificar las fuentes
de incertidumbre: el método de evaluacidbn Tipo A, basado en el analisis
estadistico de una serie de mediciones experimentales, mientras el método de
evaluacion Tipo B, usa la informacion disponible, e.g. certificados de calibracion
[Lazos et al., 2000].

e Evaluacién tipo A

La incertidumbre de una medicién (x;) obtenida a partir de observaciones
repetidas, bajo condiciones de repetibilidad, se estima con base en la dispersion
de los resultados individuales y se expresa mediante la siguiente ecuacion:

u(x) = s/ n*? Ec.1.9.
u(x;) es la incertidumbre estandar de la media, para n repeticiones.
e Evaluacién tipo B

Las fuentes de incertidumbre Tipo B son cuantificadas usando informacion externa
y de acuerdo al tipo de distribucion.

Célculo segun distribucion normal:
u(x;) = U/k Ec.1.10.

Donde U es la incertidumbre expandida e.g. de un certificado, y k el factor de
cobertura.

Célculo segun distribucion rectangular:
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u(x) = (a/2) / 342 Ec.1.11.
Con a = as - a. ; los limites superior e inferior respectivamente.
Céalculo segun distribucion triangular:

u(x) = (a/2) / 642 Ec.1.12.

Con a = a+ - a-; los limites superior e inferior respectivamente.

1.6.8 Incertidumbre combinada

Debido a la contribucion que tiene cada una de las fuentes de incertidumbre sobre
el resultado final, se establece la incertidumbre estandar combinada Uc (siguiendo
la ley de propagacion de errores), que contiene toda la informacion esencial sobre
la incertidumbre del mensurando.

La contribucién de cada fuente depende de la incertidumbre estandar de cada
fuente y del impacto de la fuente sobre el mensurando conocido como coeficiente
de sensibilidad c;.

La expresion para la estimacion de la incertidumbre estandar combinada de cada
fuente es [Lazos et al., 2000]:

Uci = u(x) * ¢ Ec.1.13.
Donde c; se determina derivando parcialmente con respecto x;.

Siguiendo la ley de propagacién de errores se determina que la incertidumbre
estandar combinada Uc es la raiz cuadrada de la suma cuadrética Uc;.

Y finalmente, la incertidumbre expandida, con un factor de cobertura del 95%,
estara dada por la ecuacion:

U=2Uc Ec.1.14.

1.6.9 Expresion de la incertidumbre

Todo resultado analitico cuantitativo debe ir acompafiado de la incertidumbre del
mismo, ya que esta permite establecer el grado de confianza que se tiene sobre el
valor obtenido. Para fines rutinarios, el valor del mensurando se expresa como
sigue:
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Y+U Ec.1.15.

1.7 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de la informacion obtenida durante la experimentacion
permite establecer criterios para la aceptacion de datos, ademas de identificar las
fuentes de error aleatorio y sistematico que se pueden presentar en el desarrollo
de la metodologia.

Una de las herramientas del analisis estadistico es el analisis de varianza ANOVA,
gue resulta de gran utilidad para el control de procesos tanto en la industria como
en laboratorios de analisis. Cuando se tiene una situacion donde existe un factor
de efecto aleatorio, el ANOVA de un factor se utiliza entonces para separar e
identificar las diferentes fuentes de variacion [Miller et al., 2002], que pueden ser
controladas por el analista con el fin de disefiar experimentos que permitan
evaluarlas.

1.7.1 Datos atipicos

Cuando se tiene una serie de datos recolectados mediante la experimentacion,
pueden presentarse datos que no son representativos, en funcion del error que
produjo dichos datos. Para identificar tales datos se cuenta con el estadistico T,
para los valores extremos de cada grupo, calculado de la siguiente manera:

Ordenar los datos de menor a mayor

Calcular el promedio, X,.m, Y la desviacion estandar, s

Y calcular T, asi:
Taito = KXaito = Xprom)/s Ec.1.16.
Thajo = Xprom = Xpajo)ls Ec.1.17.

Si el valor de T para cada caso es mayor al valor de T tedrico para un nivel de
confianza del 95% y n mediciones, el valor se rechaza. Si la aplicacion del criterio

de rechazo da positiva para mas de dos datos, el ensayo deberia repetirse [Coy,
1999].
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2 METODOLOGIA

2.1 PREVALIDACION

En esta etapa se verificO que se cuenta con los reactivos, materiales e
instrumentacion necesaria para llevar a cabo el desarrollo experimental de la
metodologia estudiada, para la determinacion de plomo en textiles y calzado.

2.1.1 Reactivos
Para la realizacion de este trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:

Agua destilada.

Acido nitrico: Merck, ref. 1.00456.2500.

Cloruro de sodio: Sigma & Aldrich, ref. 31434.

Hidréxido de sodio: Merck, ref. 1.06498.1000.

L-Histidina monoclorhidrica monohidratada: Merck, ref. 1.04350.0025.
Dihidrogeno fosfato de sodio monohidratado: Merck, ref. 14251.
Acido fosférico: Riedel — de Haén, ref. 30417.

VVVYVYVYYY

2.1.2 Material de referencia certificado

Se emple6 como material de referencia certificado una solucién de plomo de
1000 mg/L, marca Merck, ref. 1.19776.0100.

2.1.3 Material de laboratorio e instrumentacion

Se utilizaron los siguientes materiales de laboratorio: Balanza analitica Mettler
Toledo, modelo MC204/01, balones aforados de 25 mL, balones aforados de 50
mL, probeta de 50 mL, micropipetas de 10-100 uL y de 100-1000 uL, marca
Thermo Scientific, vasos de precipitado de 100 mL, magnetos, embudos, papel
fitro Whatman No. 41. Espectrofotbmetro de absorcién atémica, Agilent
Technologies, modelo 240 FS AA, con horno de grafito, modelo GTA 120
equipado con PSD 120 y tubos de grafito con plataforma pirolitica (Figura 3),
pHmetro, marca HACH, HQ40d.
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e Obtencion de la matriz bajo estudio

Las muestras se obtuvieron de una de las fabricas de calzado del barrio San
Francisco de Bucaramanga, y las muestras textiles se obtuvieron de prendas de
vestir (camisetas). Ambos tipos de muestra se seleccionaron al azar.

Figura 3. Espectrofotémetro de absorcion atdmica con horno de grafito,
Agilent Technologies.

F / \ ] “al

,,"{‘

Foto de Carlos Adarme, 14 de abril de 2014, Laboratorio Quimico de Consultas
Industriales, UIS.

2.1.4 Revisién de procedimientos

Para cada metodologia se realizé una revision de los procedimientos validados e
implementados.
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2.1.4.1 Plomo extraible en textiles

Se estudi6é el método UNI EN ISO 105-E04 Standard-textiles- Colour fastness test
— Colour fastness to acid perspiration [ISO, 2008].

Preparacion de la solucion de sudor acido artificial: se pesaron 0,5 g de L-Histidina
monoclorhidrica monohidratada, 5 g de cloruro de sodio, 2.2 g de dihidrégeno
fosfato de sodio monohidratado. Se agreg6 500 mL de agua, se ajusté el pH a 5.5
con una solucién de hidroxido de sodio 0,1 M y se llevd hasta un volumen final de
1L.

Preparacion de la muestra: se secé la muestra textil en una estufa a 105 + 2 °C
durante 4 horas, se paso6 a un desecador y se peso. Se repitid este procedimiento
hasta obtener un peso constante.

Extraccion: Se pes6 1-2 g de muestra, se transfirid a un vaso de precipitado con
40 mL de solucion de sudor acido artificial y se agité a 40 + 2 °C durante 1 h + 3
minutos. Se filtr la solucién en un balén de 50 mL utilizando papel filtro Whatman
No. 41 y se afor6 con agua destilada.

2.1.4.2 Plomo total en calzado (cuero)

Se implementé el método 3050B de la EPA (Enviromental Proteccion Agencie):
Acid digestions of sediments, slugs and soils [EPA, 1996].

Se realiz6 una comparacion entre este método y el método CPSC-CH-E1002-08:
Standard Operating Procedure for Determining Total Lead in Non-Metal Children’s
Products — Part Il — Total Lead in Plastics, Polymers and Other Non-Siliceous
Materials [CPSC, 2009]. Cabe resaltar que el método CPSC fue modificado en la
etapa de calentamiento, puesto que se realizé la digestion en una placa de
calentamiento y no asistida con microondas, como lo describe el método.

A continuacion se describen los procedimientos estudiados.
e EPA 3050B

Se peso6 1-2 g de muestra (peso humedo) 6 0,150 — 1 g de muestra (peso seco) y
se paso6 a un recipiente adecuado para la digestion. Se adicion6é 10 mL de acido
nitrico 1:1, se calentd a 95°C + 5°C por 10-15 minutos sin ebullicion. Se enfrio y se
adiciono 5 mL de &cido nitrico concentrado, se mantuvo a reflujo por 30 minutos.
La presencia de humos marrones indico la oxidacion de la muestra por el acido
nitrico. Se agrego acido hasta la ausencia de humos marrones (porciones de 5 mL
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cada vez), indicando asi la reaccion completa con HNOgs. Posteriormente se
evaporé hasta 5 mL.

Una vez culminada la etapa anterior, se agreg6 2 mL de agua destilada 'y 3 mL de
H,O, al 30%. Se calentd hasta que la efervescencia disminuyera o hasta que la
apariencia general de la muestra no cambiara. Una vez ha disminuida la
efervescencia, se realiz6 la reduccion de volumen hasta aproximadamente 5 mL.

e CPSC-CH-E1002-08

Se pes6 150 mg de muestra, se transfirié a un recipiente adecuado para realizar la
digestion. A temperatura ambiente se adicion6 5 mL de HNOj3 concentrado, hasta
completar la reaccidn inicial entre el acido y la muestra.

Método microondas: incrementar la temperatura hasta 210°C + 5°C en
aproximadamente 20 minutos, y mantener esta temperatura durante 10 minutos.
Dejar enfriar la muestra y transferir cuantitativamente a un balén aforado de 50 mL
y aforar con agua destilada.

Modificacion del método: en lugar de realizar la digestidn asistida con microondas,
se llevé la muestra a una placa de calentamiento a una temperatura de 95°C (sin
ebullicién) por una hora, hasta ausencia de desprendimiento de humo marrén, lo
que indico reaccion completa con el &cido nitrico.

2.1.5 Verificacion de materiales, reactivos e instrumentaciéon

Para garantizar las condiciones Optimas de experimentacion, se realizd la
verificacion del material usado en el desarrollo experimental, la calibracion de los
equipos y el grado de pureza de los reactivos. Este ultimo con el fin de garantizar
que no existe contaminacién de la muestra. El material de vidrio se verific6 de
acuerdo con lo establecido en el laboratorio, segun la norma IS/ISO 4787: 2010
Laboratory glassware — Volumetric instruments — Methods for testing of capacity
and for use.

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico, y el material de referencia
certificado cuenta con una garantia de su pureza e incertidumbre, de tal forma que
permiten dar certeza de las mediciones realizadas.
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2.1.5.1 Verificacion de lainstrumentacion

e Balanza analitica

Se cuenta con un certificado de calibracion expedido por la empresa
METROLABOR LTDA, institucién autorizada para realizar la calibracion de
balanzas.

e Espectrofotometro de absorcién atbmica

Este equipo fue calibrado y verificado por la empresa Agilent (México).

e pHmetro

La verificacion se realiza con estdndares a pH 4 y 7 y se aplican los criterios
establecidos en el sistema de gestion de calidad del laboratorio.

2.1.5.2 Verificacion de material volumétrico

Se realizé la verificacion de material volumétrico mediante el procedimiento interno
establecido en el laboratorio para la validacion de métodos.

2.2 VALIDACION

Para la validacion de la metodologia se realiz6 un estudio de las variables
instrumentales, el disefio experimental, las figuras de mérito analiticas y la
estimacion de la incertidumbre siguiendo un orden légico y sistematico.

2.2.1 Optimizacion de variables instrumentales

Se realiz6 la optimizacion de las variables instrumentales de acuerdo a las
recomendaciones establecidas por el fabricante, con el fin de garantizar un
desemperio 6ptimo del equipo en el momento de analizar las muestras.

2.2.1.1 Optimizacion de latemperatura de calcinado y atomizacion

Para la optimizacion de las temperaturas de calcinado y atomizacion se preparo
una solucion estandar de plomo y se disefid un experimento con ayuda del
programa SRM Wizard (Surface Response Methodology), estableciendo un total
de 12 ensayos en los cuales varian las temperaturas de calcinado y atomizacion.
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Con los resultados obtenidos para cada ensayo se determinan las temperaturas
para las cuales la absorbancia del estandar es méaxima.

2.2.1.2 Concentracion de modificador

Con base en la informacion suministrada por el fabricante se evaluaron las
concentraciones de acido fosforico (modificador) para las cuales la absorbancia es
maxima.

Se prepararon soluciones estandar con una concentracion de 15 pg/L de plomo,
adicionando diferentes cantidades de modificador de tal forma que su
concentracion final oscilara en torno a la recomendada (1000 pg/L de &cido
fosférico). Las concentraciones de modificador estudiadas son: 500 ug/L; 1000
ug/L; 1500 pg/L; 2000 ug/L.

2.2.1.3 Optimizacion de la etapa de extraccion

Para establecer las condiciones éptimas de extraccion en textiles, se evalta la
temperatura, tiempo y volumen de solucién extractora. Se plantea la siguiente
matriz de experimentos que permite determinar el efecto que tiene cada variable
(véase Tabla 4), asi como las posibles interacciones entre ellos durante la
extraccion.

Tabla 4. Matriz de experimentos.

No. experimento Tiempo Temperatura Solucién
extractora
No. 1 1h Ambiente 40 mL
No. 2 2h Ambiente 40 mL
No. 3 1h 50°C 40 mL
No. 4 1h Ambiente 80 mL
No. 5 1h 50°C 80 mL
No. 6 2h Ambiente 80 mL
No. 7 2h 50°C 40 mL
No. 8 2h 50°C 40 mL

2.2.2 Intervalo de trabajo

Para determinar el intervalo de trabajo se prepararon estandares de plomo a
diferentes concentraciones y se establecio visualmente el intervalo de respuesta
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lineal; es decir, el intervalo para el cual la sefial adquirida tiene una relacion lineal
con la concentracion de plomo.
2.2.3 Curvade calibracion

De acuerdo con el intervalo de trabajo se determinaron los puntos para realizar la
curva de calibracion, véase Tabla 5. A partir del MRC (1000 mg/L de plomo) se
preparé una solucién stock de 1 mg/L con la que se realizé la curva de calibracion.

Solucion stock: se toman 25 uL del MRC y se afora a 25 mL.

Tabla 5. Soluciones estandar de calibrado.

Concentraciéon [pg Pb/L] | Volumen alicuota [uL] | Volumen aforo [mL]
0 0 25
1 25 25
5 125 25
10 250 25
20 500 25
30 750 25
40 1000 25

A cada solucién estandar de calibrado se adiciond 0,5 mL de acido fosférico al
5%, véase numeral 3.2.1.2.

2.2.4 Linealidad

Para comprobar la linealidad en la curva de calibracion, se realizan los analisis
sobre los resultados obtenidos en la curva de calibrado: se comprueba
visualmente la linealidad de la curva, se calcula el coeficiente de correlacion, el
coeficiente de determinacién y se realiza el andlisis de varianza ANOVA.

Para determinar si el coeficiente de correlacion lineal es realmente significativo se
realiza la prueba t de student, usando la ecuacién 2.1.

lr| vn—2
tcal = ——— Ec.2.1.
V1-r?
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Donde r es el coeficiente de correlacion y n el nUmero de pares usados para
calcular r. Se compara entonces el valor de tcy con el tabulado para un nivel de
confianza del 95%, usando una prueba t de dos colas y n-2 grados de libertad,
véase Anexo A.

2.2.5 Disefo experimental

Se preparan los grupos de muestras que representaran cada grupo de ensayo, de
acuerdo a los lineamientos establecidos en la guia de validacion de métodos
analiticos del Laboratorio Quimico de Consultas Industriales de la Universidad
Industrial de Santander. En total se deben correr un minimo de 5 ensayos en 5
dias diferentes que pueden ser continuos o alternos, con una diferencia maxima
de 3 dias entre un ensayo y otro. El grupo basico de “muestras” a analizar en
cada ensayo es:

e Dos blancos del método: para determinar los limites de deteccion y
cuantificacion del método.

e Tres soluciones estandar, una con concentracion de 0,09C, una de
concentracion 0,9C y una solucion de concentracion 0,5C, donde C es la
concentracion del estandar de calibracién mas alto. Con estas disoluciones
se establecera la precision y la exactitud del método en términos de % de
error y porcentaje de recuperacion.

e Una muestra natural: para establecer la precisién del método.

e Una muestra natural fortificada (0,5C): para establecer el porcentaje de
recuperacion de la matriz y establecer posibles interferencias por matriz.

e Un estandar de concentracion 0,6C para establecer la dispersién de datos
al aplicar el método y determinar la carta de control.

2.2.6 Figuras de mérito

2.2.6.1 Limite de deteccién y cuantificacion

Con los datos de los blancos de muestra se calcula el limite de deteccion del
método usando la siguiente ecuacion:

LDM = Y + 3s Ec.2.2.
Para determinar el limite de cuantificacion se utiliza la ecuacion:

LCM = ¥+ 10s Ec.2.3.
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Donde s para ambas casos es la desviacion estandar del blanco y Y es el
promedio de las determinaciones en el origen de la curva de calibracion.

2.2.6.2 Precision

La precision del método se determina calculando el coeficiente de variacion de las
soluciones estandar preparadas para rango bajo, medio y alto.

2.2.6.3 Exactitud

La exactitud del método se determina calculando el porcentaje de recuperacion, el
error relativo y el estadistico t a los blancos de muestra fortificados.

2.3 ELABORACION DE LAS CARTAS DE CONTROL

2.3.1 Carta de control para textiles y calzado

Se enriquece un blanco de muestra, de tal forma que se obtenga una sefal
cercana al 60% del limite superior de la curva de calibracidbn y se monitorea
durante un intervalo de 10 dias.

2.4 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

Para la estimacién de la incertidumbre se identifican las fuentes de incertidumbre
significativas y se procede a “cuantificar” su efecto sobre el resultado final.

2.4.1 Caracterizacion de las fuentes de incertidumbre

Para cada metodologia analitica se identifican las fuentes de incertidumbre y se
estima la incertidumbre total expandida.

2.4.1.1 Fuentes de incertidumbre en la determinacién de plomo total en
calzado

En general la incertidumbre se relaciona con la pesada de muestra, la preparacion
de las soluciones estandar y las diluciones realizadas. En la Tabla 6, se presenta
un resumen de las fuentes de incertidumbre.
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Tabla 6. Etapas que aportan incertidumbre en el método para determinacion
de plomo en calzado.

Fuente de incertidumbre Tipo de incertidumbre
Pesada de la muestra Tipo A

Aforo balén de 100 mL Tipo A

Preparacion curva de calibracion Tipo A, Tipo B

En la Figura 4 se observa el diagrama causa-efecto para la incertidumbre del
meétodo. Donde se presentan todas las fuentes de incertidumbre que afectan el
desarrollo experimental. Para la medicibn de un volumen, se identifican tres
principales fuentes de incertidumbre:

e Repetibilidad
e Calibracion
e Temperatura

Ademas se considera el aporte de la incertidumbre del MRC junto a sus diluciones
al preparar la curva de calibracion, la aportada por la pesada y por la dilucion de la
muestra.

Figura 4. Diagrama causa-efecto para determinacion de la incertidumbre en
calzado.

Pesada de muestra Dilucion de muestra
Calibracién Repetibilidad Tolerancia
% N
Division escala Temperatura

Concentracion
J > Pb ng/L

Respuesta del equipo Incertidumbre MRC

\/ Preparacion patrones

Repetibilidad Repetibilidad

Tolerancia Temperatura Tolerancia\ Temperatura
7 /\ N
2° Factor de dilucién 1° Factor de dilucién

Curva de calibracion
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2.4.1.2 Fuentes de incertidumbre en la determinacion de plomo extraible en
textiles

Al igual que el caso anterior se identificaron las fuentes de incertidumbre,
considerando cada etapa de la metodologia analitica. En la Tabla 7, se presenta
un resumen de las fuentes de incertidumbre para esta metodologia. En la Figura
5, se observa el diagrama causa-efecto para la incertidumbre del método, donde
se presentan todas las fuentes de incertidumbre que afectan el desarrollo
experimental.

Tabla 7. Fuentes de incertidumbre en el método para la determinacién de
plomo en textiles.

Fuente de incertidumbre Tipo de incertidumbre
Pesada de la muestra Tipo A

Aforo balén de 50 mL Tipo A

Preparacién curva de calibracién Tipo A, Tipo B

Figura 5. Diagrama causa-efecto para determinacion de la incertidumbre en
textiles.

Pesada de muestra Dilucion de muestra
Calibracién Repetibilidad Tolerancia
—_—
Division escala Temperatura

Concentracion
j > Pb ug/L

Respuesta del equipo Incertidumbre MRC
SE——

/ Preparacién patrones

Repetibilidad Repetibilidad

Tolerancia Temperatura Tolerancia\ Temperatura
\

2° Factor de dilucion 1° Factor de diluciéon

Curva de calibracion
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3 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
3.1 PREVALIDACION

3.1.1 Verificacién de reactivos

Para determinar la posible contaminacion por parte de los reactivos utilizados en la
metodologia analitica, se revisaron los certificados de analisis y se realizd6 una
verificacion. Los resultados obtenidos, consignados en la Tabla 8, permiten
concluir que solo existe contaminacién por parte del acido nitrico.

Tabla 8. Analisis de los reactivos para las metodologias analiticas.

Reactivo Concentracion de Pb ug/L
Agua destilada <LDM
Sudor &cido artificial <LDM
Acido nitrico 1,5
Acido fosforico <LDM

3.1.2 Verificacion del material volumeétrico

La verificacion de material de vidrio se realizé tomando los volimenes necesarios
de agua destilada para cada material en particular y comparando los resultados
con las tolerancias establecidas por el fabricante.

En la Tabla 9, se evidencia que el material volumétrico usado en las metodologias
cumple con las tolerancias establecidas por el fabricante, demostrando que es
apto para el uso en la validacién. Asi mismo, en la Figura 6 se puede observar
que el comportamiento del error para el balén de 25 mL no presenta tendencias.

Tabla 9. Verificacion del material.

. Balén de Balén de Micropipeta de 10-100 Micropipeta de 100-1000
Medida | "o 100 mL bt ut
10 ul 100uL 100 pL 1000 pL
1 24,9905 | 99,9927 10,0394 | 99,7916 | 101,29351 | 1000,2860
2 25,0001 | 100,0017 | 9,8386 99,9924 | 99,88805 999,8844
3 25,0088 | 99,9912 10,4410 | 100,0928 | 100,89195 | 1000,0852
4 24,9979 | 100,0237 | 10,0394 | 99,8920 |101,49429 | 1000,2860
5 25,0088 | 99,9997 9,8386 | 100,2936 |99,98844 999,9848
6 24,9956 | 99,9846 9,9390 99,5908 | 100,99234 999,8844
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Balén de

Balén de

Micropipeta de 10-100

Micropipeta de 100-1000

Medida | "o 100 mL bt uk
10 100pL 100 pL 1000 pL
7 24,9968 | 99,9869 9,8386 100,0928 | 99,68727 1000,4867
8 25,0018 | 100,0004 | 10,1398 | 99,5908 | 99,88805 999,9848
9 24,9964 | 99,9913 9,9390 99,7916 |100,89195 | 1000,0852
10 25,0016 | 99,9717 10,0394 | 100,1932 | 99,58688 1000,2860
S 0,0057 0,0136 0,183 0,242 0,719 0,202
tolerancia™ + 0,04 + 0,1 + 0,8 + 0,8 + 8 + 8

*Nota: las tolerancias para los balones estan dadas en mL y para las micropipetas en pL.

Figura 6. Verificaciéon del balén de 25 mL

Volumen

25,0500
25,0400
25,0300
25,0200
25,0100
25,0000
24,9900
24,9800
24,9700
24,9600
24,9500

Verificacion balon de 25 mL

| oo o——o——

=fli=V. Min

12

==\ mdx

Verificacion

3.2 VALIDACION

3.2.1 Optimizacion de variables instrumentales.

3.2.1.1 Optimizacién de latemperatura de calcinado y atomizacion.

En la Tabla 10, se presentan los resultados obtenidos para la optimizacién de las
temperaturas de calcinado y atomizacion. Del andlisis de las absorbancias
obtenidas para cada ensayo, se observa que para una temperatura de calcinado
de 800°C y una temperatura de atomizacion de 2100°C la sefal es maxima.
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Tabla 10. Sefiales obtenidas en el estudio del programa de temperaturas.

Método Tem peratura de | Tem pe_ratu_rz,i de Lectura (A)*.
calcinado atomizacion
1 750 2050 0,0489
2 850 2050 0,0490
3 750 2150 0,0464
4 850 2150 0,0466
5 800 2100 0,0465
6 800 2100 0,0475
7 720 2100 0,0506
8 871 2100 0,0505
9 800 2024 0,0510
10 800 2171 0,0487
11 800 2100 0,0515
12 800 2100 0,0505

*(A): Absorbancia registrada.

Adicionalmente se realizaron réplicas de ensayos para una concentracion de 5
ug/L con variacion en las temperaturas de atomizacion (2100, 2200 y 2300). Los
resultados reportados en la Tabla 11, sefialan que la temperatura Optima de
atomizacion es de 2200°C. Con temperaturas superiores a 2200°C la sefial
obtenida disminuye probablemente por pérdidas por volatilidad de los atomos de
plomo.

Tabla 11. Optimizacion de la temperatura de atomizacion.

Concentracion Lectura (A)

2200°C

2100°C 2300°C

5 pg/L 0,0205 0,0221 0,0211

En cuanto a la temperatura de calcinado, que busca la eliminacion de materia
organica y otras especies volatiles para reducir las interferencias, se evidencia
qgue para temperaturas inferiores a 800°C la sefial disminuye, probablemente por
la presencia de interferentes que no alcanzan a ser vaporizados a esas
temperaturas. Por otro lado, la disminucion de la sefial que se observa para
temperaturas superiores a 800°C corresponde a pérdidas del analito por
vapaorizacion.

Con los 12 métodos planteados, ademas de optimizar las temperaturas de
calcinado y atomizacion, se determina que la temperatura de secado (la primera
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etapa del programa de temperaturas) es de 95°C. Temperatura que debe ser
establecida de acuerdo con el punto de ebullicion del solvente. En este caso es
una solucién acuosa, por lo que se programa una etapa de secado por debajo de
98°C (temperatura de ebullicion del agua) y asi evitar pérdidas del analito por
dispersion.

3.2.1.2 Estabilizacion de la sefial (concentracion del modificador)

El modificador de matriz utilizado para estabilizar la sefial es acido fosforico al 5%
(aprox. 50.000 ppm). En la Tabla 12, se puede observar las cantidades o
concentracion de modificador usado para estabilizar la sefial de plomo. La
cantidad de modificador que reportd la sefial mas alta, para el estdndar estudiado
de 5ug Pb/L fue de 2 mL, cantidades menores reportan una absorbancia menor,
debido a que la estabilizacion de la sefial para la relacion Pb vs modificador a
estas concentraciones y una temperatura de 800°C no es eficiente, es decir, se
tienen pérdidas por volatilidad.

Tabla 12. Resultados para el estudio de la optimizacion de la sefial.

Cantidad de Modificador Concentracion final de Lectura pg/L
mL modificador mg/L
0 0 2,29
0,5 500 3.32
1 1000 3.67
15 1500 4.05
2 2000 4.90

3.2.1.3 Comparacion de métodos para la extraccién de plomo total en
calzado

En la Tabla 13, se pueden observar los resultados obtenidos para los dos
métodos estudiados. En cada caso se peso alrededor de 150 mg de muestra, y se
desarrollaron los procedimientos descritos en el numeral 2.1.5.2.

Tabla 13. Resultados para la comparacién de métodos.

Método Lectura pg/L*
EPA 425.70
CPSC 413.06

(*) Nota: ambos ensayos se realizaron por duplicado; en la tabla se presenta el valor promedio
para cada ensayo.
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De acuerdo con los resultados, el método EPA es la mejor alternativa para la
determinacion de plomo en calzado. Esto se debe a que el método EPA utiliza una
combinacion de &cido nitrico y peroxido de hidrégeno para la extraccion que
resulta en una digestién de la muestra mas efectiva y permite obtener cantidades
de analito mas altas.

3.2.2 Plomo extraible en textiles

Como parte del estudio realizado para analizar el plomo extraible con la solucién
de sudor &cido artificial (s.a.), se disefid un experimento con el fin de determinar el
efecto que tiene la cantidad de sudor acido artificial en la lectura con horno de
grafito.

Después de usar diferentes cantidades de sudor sobre un blanco de muestra
enriquecido con 15 ug Pb/L, se procedié a analizar la concentracidbn en cada
solucion. En la Tabla 14, se muestra el promedio de los resultados, donde se
puede observar que la cantidad de sudor causa una interferencia considerable en
la lectura.

Tabla 14 Efecto del sudor acido artificial en la lectura por horno de grafito.

Cantidad de (s.a.) Lectura (A)
5 mL 13,787
10 mL 8,761
20 mL 4,11

El efecto causado por el sudor &cido artificial sobre la sefial, se debe a la
presencia de sales, las cuales causan interferencias quimicas y no especificas
ademas de producir una sefial sustancial de background [NHAM, 2010].

Como se mencionod en la seccion 2.1.5.1, la solucién de sudor &cido contiene
cloruro de sodio, que produce por disociacién cloruros, y los compuestos
plumbosos usados en la industria textil como mordientes (e.g. acetato de plomo) o
pigmentos (e.g. carbonato de plomo), originan el cation Pb®*, el cual es estable en
soluciones acuosas a un pH de 5,5 (véase Figura 7) [CONDE, et. al., 2001].

Posteriormente los iones Pb* y CI" generan la formacién de PbCl, en la fase
condensada [EBDON, 1998] durante la etapa de secado [AKMAN et al., 1990], de
acuerdo a la siguiente reaccion:
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pb>" 4+ 2CI —— PbCl,

Y probablemente se presentan pérdidas del analito por volatilidad en la etapa de
calcinado [AKMAN et al., 1990].

Figura 7. Diagrama Log C — pH para Pb (Il) 10% M [CONDE, et. al., 2001].
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Para eliminar la interferencia por los iones cloruros se usé nitrato de amonio que
forma compuestos volatiles con el sodio y el cloruro de acuerdo con la siguiente
reaccion quimica.

NaCl + NH,;NO; — NaNO; + NH,CI

Los compuestos formados en la reaccion anterior son volatilizados en la etapa de
calcinado (800°C) del programa de temperaturas ya que el nitrato de sodio se
descompone a 380°C y el cloruro de amonio se sublima a 335°C [EBDON, 1998].

Sin embargo, la eficiencia del nitrato de amonio para eliminar la interferencia
causada por los cloruros no es aceptable, y se presentan pérdidas que no
permiten realizar un proceso 6ptimo de validacion. En la Tabla 15 se observan los
resultados obtenidos para diferentes concentraciones de nitrato de amonio
(modificador de matriz), donde se esperaba una absorbancia de 0,14.
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Tabla 15. Sefial observada para diferentes concentraciones de nitrato de
amonio.

Concentracion del Sefial (A) BG (A)*
modificador de matriz
50% 0,1306 0,4101
24% 0,1280 0,3741
16% 0,1173 0,4056

(*)BG (A): Absorbancia del “background”

Al usar una solucién de nitrato de amonio al 50%, se logra eliminar gran parte de
la interferencia ya que la sefial obtenida es la mas aproximada a la sefal
esperada; sin embargo, como ya se menciono anteriormente, no es suficiente para
someter la metodologia al proceso de validacion. Ademés, al usar una
concentracion tan elevada de nitrato de amonio, se produce una volatilizacién
violenta en la etapa de calcinado que conlleva a pérdidas del analito y genera una
sefal menor a la esperada.

Por su parte, la absorcion de fondo se debe posiblemente a moléculas de NaCl,
que ademas producen un efecto de oclusibn disminuyendo la sefial
correspondiente al analito [AKMAN et al., 1990]. En la Tabla No 14, se puede
observar que la absorcion de tipo no especifico es mayor a la absorcion producida
por el analito afectando asi la precision y exactitud de los analisis y finalmente el
proceso de validacion. La correccion de fondo con una lampara de deuterio y la
adicion del nitrato de amonio (que volatiliza las moléculas) ayudan a eliminar esta
interferencia, pero no lo suficiente para obtener resultados aceptables para un
proceso de validacion, teniendo en cuenta ademas, que la volatilizacién violenta
puede ocasionar pérdidas mayores a las presentadas en los ensayos realizados.

Por su parte, los resultados obtenidos en la matriz de experimentos (véase Anexo
B) planteada en la seccion 2.2.1.3 permiten concluir que la temperatura, tiempo y
volumen de solucién extractora oOptimos son de 50°C, 2 h y 40 mL
respectivamente.

3.2.3 Figuras de mérito — Plomo total en calzado

Para la determinacion de las figuras de mérito se utilizaron blancos de muestra
enriquecidos con un material de referencia certificado. Luego se sometieron al
proceso de digestion EPA, que resulto ser el mas eficiente (ver numeral 3.2.1.4.) y

53




se evaluaron los resultados de acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos
por el laboratorio.

Cada blanco enriquecido permite evaluar un pardmetro de desempefio en el
proceso de validacion como se ha descrito en el numeral 2.2.5. y establecer la
evidencia objetiva acerca de la idoneidad del método para el fin previsto.

3.2.3.1 Curvade calibracion

Para establecer el rango lineal de trabajo se reviso el “cookbook” del fabricante, en
el cual sugiere gque la respuesta del equipo es lineal hasta 30 ug/L. Por tanto, se
prepararon soluciones estandar hasta este valor, véase Tabla 16.

Tabla 16. Absorbancia de patrones en la curva de calibracion.

Concentracion pg/L Absorbancia
0 0,0059
1 0,0093
5 0,0240
10 0,0472
20 0,0843
30 0,1211

Para estos patrones el coeficiente de correlacion es mayor a 0,995. Se
establecieron 6 soluciones estandar hasta una concentracion 30 pg/L y se
leyeron por un periodo de 6 dias. En la Tabla 17, se registran las absorbancias
para cada estandar de calibracion durante este periodo.

Tabla 17. Curva de calibracién.

Estandar | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Promedio

ug/L
0 0,0054 | 0,0048 | 0,0040 | 0,0047 | 0,0046 | 0,0043 0,0046
1 0,0150 | 0,0149 | 0,0121 | 0,0121 | 0,0125 | 0,0140 0,0134
5 0,0503 | 0,0502 | 0,0457 | 0,0427 | 0,0505 | 0,0485 0,0480

10 0,0984 | 0,0903 | 0,0832 | 0,0841 | 0,0968 | 0,0935 0,0911

20 0,1797 | 0,1742 | 0,1547 | 0,1505 | 0,1780 | 0,1740 0,1685

30 0,2522 | 0,2515 | 0,2190 | 0,2216 | 0,2561 | 0,2475 0,2413
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Con los valores promedio se construyo la curva de calibracion (véase Figura 8), la
cual presenta un coeficiente de correlacion de 0,9993 y una ecuacioén para la
regresion lineal igual a: y = 0,0079x + 0,0075.

Figura 8. Curva de calibracion Pb.
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3.2.3.2 Linealidad

Para establecer la linealidad de la curva de calibracion se realizé la prueba t de
student a la recta de regresion lineal por minimos cuadrados y el analisis de
varianza para los valores obtenidos de las soluciones estandar.

Para ver si el coeficiente de correlacién es realmente significativo se calculé el
valor de t segun la ecuacion 2.1 y se compar6 con el valor de t tabulado para un
nivel de confianza del 95% y 4 grados de libertad. A continuacion se muestran los
resultados obtenidos.

tca| 57,69
ttab 2,57

Como tz5 es mayor gue typ Se rechaza la hipoétesis nula y existe correlacion entre

“y N ({1}

yyX.

Para realizar el andlisis de varianza de calculé el estadistico R cuadrado de
acuerdo a la siguiente ecuacion:
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R2 = SCregresién/SCtotal

SCregresion = z (ycal-yprom)2 ; SCresidual = 2 (yi-ycal)2
i

Donde SC es la suma de cuadrados.

Los célculos para determinar el valor de R? se encuentran en el Anexo C. Se tiene
que R?y r? son 0,9988 y 0,9988 respectivamente. Se observa que son iguales,
demostrando asi que los valores registrados para los estandares de calibracion se
ajustan a una linea recta.

3.2.3.3 Limite de deteccidn y cuantificacion

Para determinar el limite de deteccion (LDM) y cuantificaciéon (LCM) se utilizan las
ecuaciones 2.2 y 2.3 respectivamente. El valor de la ordenada en el origen se
toma como una estimacion de la propia sefial del blanco; esta es una estimacién
mas exacta de la sefal del blanco, que el valor de la medida del blanco en
términos préacticos. Ademas se aplica la desviacion estandar a estos valores. Con
estas consideraciones se calculd el valor del limite de deteccion y cuantificacion y
se expresOd en mg/Kg considerando que el volumen de aforo es de 100 mL y la
masa promedio es de 0,150 g. Los valores se encuentran en la Tabla 18.

Tabla 18. Limites de deteccion y cuantificacion.

sefial del Desviacion LDM LCM
blanco estandar mg/Kg mg/Kg
0,0075 0,000476 0,08 0,12

3.2.3.4 Precisién y exactitud

Para determinar la presion del método se analizaron concentraciones de 0,09C,
0,5C y 0,9C (C = 30 pg/L) bajo, medio y alto rango respectivamente, mediante
adicionados. Y se evalud la precision en términos del coeficiente de variacion. Por
su parte, la exactitud de método se evalué para estas concentraciones en
términos del error relativo y el célculo t segun las siguientes expresiones:

Para los adicionados en rango bajo (RB), medio (RM) y alto (RA):
: [n
xp—(Xreal-Xprom) [—
exp ( eal-Xprol ) P
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Para las muestras enriquecidas:

Vvn

texp=(1 00-%R) %CV
(

Donde el porcentaje de recuperacion (%R) es igual a:

%R = (Cons — Comn / Creo) * 100
Cmn: Concentracion de la muestra natural.
Cmny- Concentracion de la muestra natural fortificada.

Cteo: Concentracion esperada.

Tabla 19. Determinacion de la precision y exactitud del método.

Valor rc\)/rarglgcriio Desviacion % Error Valor
esperado F2)btenido estandar %CV rglativo %R det
(mg/kg)
(mg/kg)
1,8 (RB) 1,96 0,28 6,27 9,01 109,01 1,12
10 (RM) 9,84 0,95 5,87 1,52 98,47 0,57
18 (RA) 17,86 1,17 4,16 0,73 99,26 0,44

Nota: RB: Rango bajo; RM: Rango medio; RA: Rango alto.

Los valores promedio presentados en la Tabla 19, corresponden a las lecturas
realizadas durante 6 dias. Se observa en la tabla que los coeficientes de variacion
para los tres rangos son aceptables ya que cumplen con el rango establecido por
el laboratorio. Adicionalmente se evalué la precisiébn analizando dos muestras
reales, una para textiles y otra para calzado (cuero), encontrando que la precision
(véase Tabla 20) también cumple con los criterios de calidad establecidos en el
laboratorio para la precision, que son < 10% para rango alto y < 20% para rango

bajo en términos del coeficiente de variacion.

Tabla 20. Determinacion de la precision en muestras reales.

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 %CV
Calzado 7,77 7,415 7,355 8,995 7,785 8,28 7,93
Textil 3,245 2,97 3,005 2,925 2,695 3,07 2,98
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Por su parte, para la exactitud del método se tiene que el valor de tcy para
estandares debe ser menor al valor de ti, (véase Anexo D) y los porcentajes de
recuperacion deben estar entre el rango de 80% y 120%.

Los resultados obtenidos se reportan en la Tabla 19, y muestran que los
porcentajes de recuperacion junto con los valores de t, son buenos ya que
cumplen con los criterios de calidad mencionados anteriormente.

Adicionalmente, se evaluo la posible interferencia por la matriz en términos del
porcentaje de recuperacion y el estadistico t para muestras enriquecidas. Para
esto se fortific6 una muestra real de textiles y calzado con una concentracion de
0,5C y posteriormente se realizé el procedimiento de extraccion (numeral 2.1.5.2).

Los resultados obtenidos se reportan en la Tabla 21, y muestran que los
porcentajes de recuperacion y el estadistico t son aceptables.

Tabla 21. Porcentajes de recuperacién y el estadistico t en calzado y textiles.

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 %R t

Calzado | 22,97 | 22,325 | 23,145 | 19,77 | 22,67 | 24,625 | 97,67 | 2,14

Textil 19,06 | 17,26 17,91 | 20,545 | 16,62 | 17,365 | 100,94 | 0,82

De acuerdo con los resultados obtenidos para el porcentaje de recuperacion, el
efecto de las interferencias es minimo para las muestras reales analizadas.

3.3 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA CUANTIFICACION DE
PLOMO TOTAL EN CALZADO Y TEXTILES

Identificadas las fuentes de incertidumbre, se determiné el aporte de cada una en
el resultado final.

3.3.1 Incertidumbre por la pesada de muestra

Como se mencion6 en el numeral 1.6.6.1.1 la incertidumbre de la medida de la
masa, depende de los errores asociados al proceso de calibracion, a la deriva de
la misma y al propio proceso de pesada de la muestra.
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e Incertidumbre estandar en la divisiéon de la escala de la balanza.

La incertidumbre debida a la division de la escala (uqe), Se determina a partir de la
minima cantidad que puede registrarse por la balanza, es decir, 0,0001g y es igual
a:

Ude=0,0001/v/3 =5,8x107°

e Incertidumbre estandar en la calibracion de la balanza

En el certificado emitido por la empresa METROLABOR LTDA luego de calibrar la
balanza se encuentra la siguiente funcién de incertidumbre expandida: U=0,00026
+ 2,9x10° x mw (g). La incertidumbre estandar de la medicién para un nivel de
confianza del 95% (k=2) y una masa promedio de 1 g (cantidad utilizada en la
validacion) es igual a:

um = (0,00026+2,9x10°°*0,150)/2=1,302x10™*

e Incertidumbre combinada en la pesada de muestras

La incertidumbre combinada de la pesada es igual a:

Uc1= \/ 0,0000582+0,000132%=1,42x10™

Incertidumbre estandar relativa para la pesada de la muestra

La incertidumbre estandar relativa esta dada por el cociente entre la incertidumbre
combinada uc; y el peso de la muestra (0,150 g).

u1=1,42x10%/0,150 = 9,46x10™*

3.3.2 Incertidumbre por aforo en un balén de 100 mL

Al diluir la muestra en un balén de 100 mL, se tiene en cuenta el efecto de la
temperatura, la repetibilidad y la tolerancia del balon.

e Incertidumbre estandar por efecto de la temperatura

Este efecto se debe a la diferencia entre la temperatura de calibracion del material
volumétrico y la temperatura de trabajo en el laboratorio. Segun el fabricante el
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balon se calibr6 a una temperatura de 20 °C, mientras que la temperatura en el
laboratorio se encuentra dentro del intervalo dado por 20 + 5 °C. Para estimar la
incertidumbre debida a esta causa debe considerarse también el coeficiente de
expansién volumétrico del agua (2.1 x 10 °C) ya que se trabaja con soluciones
acuosas. La variacion del volumen considerando estos aspectos es igual a:

+(100*5*2.1x10™) = + 0,105

Y se calcula la incertidumbre estandar por efecto de la temperatura (urty)
asumiendo una distribucion rectangular:

ut2 = 0,105/y/3=0,0606

e Incertidumbre estandar por tolerancia del balén de 100 mL

Segun el fabricante, la tolerancia para el balon de 100 mL tipo A es de 0,1 mL. Se
asume una distribucion triangular, por tanto la incertidumbre estandar por la
tolerancia del balon de 100 mL (uy?) es igual a:

uw2=0,1/1/3 =0,0577

e Incertidumbre estandar por repetibilidad del baléon de 100 mL

Se estimé a partir de analizar la desviacién estandar (s) debida a la medida del
volumen en el balon 100 mL, realizandose 10 experimentos, por lo que la
incertidumbre estandar por la repetibilidad del balon de 100 mL (uy,) es:

ur2=0,0136/1/10 =0,00430

e Incertidumbre combinada por aforo en el balén de 100 mL

La incertidumbre combina (ucz) viene dada por la siguiente expresion:

Uc2= /UT2+ Uto2+ Ur

Por lo tanto uc es igual a:

Uc2= J 0,0606%+ 0,05772+0,00430°=0,0837
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3.3.2.1 Incertidumbre estandar relativa por aforo, balén de 100 mL

La incertidumbre estandar relativa viene dada por el cociente entre la
incertidumbre estandar y el volumen de aforo (100 mL).

uz = 0,0837/100 = 8,37x10™

3.3.3 Incertidumbre estandar derivada de la curva de calibraciéon

Para estimar la incertidumbre asociada a la curva de calibracion (uc,) se debe
estimar la incertidumbre del primer factor de dilucion (ugq1), la incertidumbre del
segundo factor de dilucion (ug.), la incertidumbre del material de referencia (Uurc)
y la generada por el ajuste de la curva de calibracion (Uajuste)-

Se estima entonces la incertidumbre generada por los patrones de calibracion (up)
como sigue:

5., Udt 2 yde 2
Up= [UMRC +(fd_1) +(fd_2)

Y la incertidumbre de la curva de calibracién por:

Ucu=+/ Uajuste2 '|'Up2

3.3.3.1 Incertidumbre estandar debida a la preparacion de la solucién stock
(primer factor de dilucion)

Como se mencion6 en la metodologia, para preparar la solucion stock (primera
dilucién) se toman 25 uL de la solucion estandar de 1000 mg/L, y se afora a un
volumen de 25 mL. Para la estimacion de la incertidumbre se tiene en cuenta el
volumen de aforo, la alicuota y la incertidumbre asociada a la solucién estandar
certificado.

e Incertidumbre generada por la alicuota tomada con la micropipeta de 10-
100 pL

Para estimar esta incertidumbre se tienen en cuenta, la repetibilidad de la

micropipeta, la temperatura y la tolerancia.
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e Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la micropipeta de 10-100 uL

Para obtener la desviacion estandar de la repetibilidad se realizaron 10
mediciones de un volumen. Por lo tanto la incertidumbre estandar por la
repetibilidad de la micropipeta (u3) es igual a:

ur3=0,000183/+/10 = 5,78x10° mL

e Incertidumbre estandar por efecto de la temperatura

Se considera el coeficiente de expansion volumétrico del agua, la variacion de la
temperatura y se asume una distribucion triangular. Por tanto, la incertidumbre
estandar por efecto de la temperatura para la micropipeta de 10-100 uL (ur3) es
igual a:

ut3=(0,025 * 2,1x10-4 * 5)//3 = 1,51x10°

e Incertidumbre estandar por la tolerancia de la micropipeta de 10-100 pL

Segun el fabricante la tolerancia para la micropipeta de 10-100 puL es de 0,8 puL.
Asumiendo una distribucion rectangular, la incertidumbre estandar por la tolerancia
de la micropipeta de 10-100 pL (ut3) es igual a:

Uto3=0,0008/v/3= 4,62x10™ mL

e Incertidumbre estandar combinada para la micropipeta de 10-100 pL

5,2 5,2 -4\2 -4
ucs= ,[(5,78x10™) +(1,51x107) +(4,62x10™") =4,66x10
e Incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 10-100 pL

La incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 10-100 uL (u3) esta dada
por el cociente entre ucy el volumen empleado (0,025 mL).

us=4,65x10"4/0,025 = 0,0186
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e Incertidumbre generada por el aforo a 25 mL

Al diluir el estandar a 25 mL, se tiene en cuenta la incertidumbre aportada en este
paso, dada por el efecto de la temperatura, la repetibilidad y la tolerancia del balon
de 25 mL.

e Incertidumbre estandar por efecto de la temperatura

La incertidumbre estandar por la temperatura para el balon de 25 mL (u4) es igual
a:

uT4=(25%2.1x10-4*5)//3 =0,0151
e Incertidumbre estandar por tolerancia del balén de 25 mL

Segun el fabricante, la tolerancia para el balén de 25 mL es + 0,04 mL. Y
asumiendo una distribucién rectangular, se tiene que la incertidumbre estandar por
la tolerancia del balon de 25 mL (uw4) €s igual a:

Ut04=0,04/y/3 =0,0231

e Incertidumbre estandar por repetibilidad del bal6n de 25 mL

Para evaluar la repetibilidad se realiz6 un total de 10 mediciones. Dividiendo la

desviacion estandar para las 10 mediciones sobre +/n, donde n es el nimero de
mediciones se determina que la incertidumbre estandar por repetibilidad del balon
de 25 mL (uy4) es igual a:

ur=0,0057/ /10= 1,802x107>

e Incertidumbre combinada por aforo en el balén de 25 mL

2
Ucs= \/ (0,0151)%+0,0231%+ (1,802x107°) =0,0276
e Incertidumbre estandar relativa por aforo en el balén de 25 mL

La incertidumbre estandar relativa del aforo en el balon de 25 mL (u,) esta dada
por el cociente entre ug y el volumen empleado (25 mL).

us=0,0276/25 = 1,104x10°>
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e Incertidumbre estandar relativa a la solucion stock (primer factor de
dilucién)

La incertidumbre estandar relativa a la solucidn stock (uq;) se obtiene combinado
la incertidumbre relativa a la micropipeta de 10-100 uL (us), la incertidumbre
relativa al aforo en un balén de 25 mL (uy), es igual a:

Ud1= \/(0,0186)2+(O,001104)2= 0,0186
3.3.3.2 Incertidumbre debida a la preparacion de los estandares de
calibraciéon (segundo factor de dilucién)

A patrtir de la solucién stock, se toman alicuotas para preparar los estandares de la
curva de calibracion (1, 5, 10, 20, 30 ug/L). Las alicuotas se toman con la
micropipeta de 10-100 mL (estandar de 1 ug/L) o de 100-1000 mL (5, 10, 20, 30
ug/L). Todos se aforan a un volumen final de 25 mL.

Incertidumbre del estdndar de 5 pg/L

e Incertidumbre estandar por la alicuota tomada con la micropipeta de 100-
1000 pL

Para estimar la incertidumbre se tienen en cuenta la repetibilidad evaluada durante
la verificacion del material, asi como la temperatura y la tolerancia de la
micropipeta.

e Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la micropipeta de 100-1000
pl

Para obtener la desviacibn estandar de la repetibilidad se realizaron 10
mediciones de volumen. La incertidumbre estandar por la repetibilidad de la
micropipeta (u;) es igual a:

ur=2,0274/,/10 = 6,39x10°

e Incertidumbre estandar por efecto de la temperatura

Se considera el coeficiente de expansion volumétrico del agua, la variacion de la
temperatura y se asume una distribucion triangular. Por tanto la incertidumbre

64



estandar por efecto de la temperatura para la micropipeta de 100-1000 uL (ut) es
igual a:

ut=(0,125 * 2.1x10-4 * 5)/y/3 = 7,57x10°

e Incertidumbre estandar por la tolerancia de la micropipeta de 100-1000 pL

Segun el fabricante la tolerancia para la micropipeta de 10-100 mL es de 8 pL.
Asumiendo una distribucion rectangular, la incertidumbre estandar por la tolerancia
de la micropipeta de 100-1000 pL (uy) es igual a:

U= 8x1073/y/3= 4,617

e Incertidumbre estandar combinada para la micropipeta de 100-1000 pL

-5\2 -5\2 -3,2 -3
Uc5= \/(6,39x10 ) +(7,57x10™) +(4,617) =4,61x10
e Incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 100-1000 pL

La incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 100-1000 uL estéd dada por
el cociente entre uc, y el volumen empleado (25 pL).

us=4,61x10"/0,125 = 0,036

e Incertidumbre estandar relativa por el aforo a 25 mL

La incertidumbre para el aforo a un balén de 25 mL ya fue estimada en el numeral
3.3.3.1. Donde se obtuvo el valor de: ug = 0,001104.

e Incertidumbre relativa al segundo factor de dilucion (estandar de 5ug/L)

La Incertidumbre estandar relativa al segundo factor de diluciéon (uq2) se obtiene
combinado la incertidumbre estandar relativa a la micropipeta de 100-1000 pg/L y
la incertidumbre estandar relativa al aforo en el balén de 25 mL, y es igual a:

Ud2= \/0,0362+0,001 1044%= 0,036
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e Incertidumbre estandar debida al material de referencia certificado

Incertidumbre expandida es entregada en el certificado del MRC y tiene un valor
de 3 mg/L. para un factor de cobertura del 95% (k=2) la incertidumbre estandar
Umrc €S igual a: umrc=3/2=1,5

e Incertidumbre estdndar relativa para el material de referencia
certificado

La incertidumbre estandar relativa para el MRC (un,) se determina dividiendo Umr
entre el valor de concentracion del MRC y es igual a:

umr=1,5/1000 =0,0015

Luego de calcular las incertidumbres asociadas a la preparacién de cada punto de
calibracion, debe estimarse la incertidumbre para cada uno de ellos.

e Incertidumbre generada por el estandar de 5 pug Pb/L

La incertidumbre debida al patron de 5 ug/L se determina a partir de la
incertidumbre aportada por el MRC y la incertidumbre estandar relativa al primer y
segundo factor de dilucion.

u (5ug/L) = JO,00152+(0,036/200)2+(1 ,1044x10'3’/1000)2 =1,51x107
e Incertidumbre generada por el estandar de 1ug Pb/L

Para preparar este estandar, debe tomarse un volumen igual a 25 uL de la
solucién stock y aforar a 25 mL, es decir la incertidumbre serd la misma a la
generada para preparar la solucion stock, pero considerando los dos factores de
dilucién, por lo tanto la incertidumbre generada por el estandar de 1 ug Pb /L es
igual a:

2
u(1 ug/L)=\/ 0,0015%+2(1,1044x10°/1000) = 1,50x10™

3.3.3.3 Incertidumbre estandar relativa a los patrones de calibracién

En los resultados obtenidos en la seccion 3.3.3.2 para los patrones de 5 ug Pb/L y
1ug Pb/L respectivamente, se observa que presentan igual incertidumbre, por lo
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que se puede concluir que los demas estdndares de calibracion presentan la
misma incertidumbre, debido a que el componente mayor lo representa la
incertidumbre debida al material de referencia. Segun lo anterior la incertidumbre
relativa a los estandares de calibracion es igual a:

up=5 x 1,50x10°=7,50x10>

3.3.3.4 Incertidumbre estandar debida a la respuesta del equipo
Basado en la expresion lineal para una curva de calibracion;
y=mx+Dhb

Donde “y” representa la absorbancia para la concentracién “x”, “b” la ordenada en
el origen y “m” la pendiente, se determina la incertidumbre para una concentracion

del elemento quimico a medir “y” mediante la respuesta del instrumento “o” como:

s |11 (a-aprom)’

N P
Donde
Ua: Incertidumbre del mensurando obtenida con el instrumento.
S: Desviacion estandar residual del célculo d regresion lineal.
m: Pendiente de la curva de calibracion.
p: Numero de réplicas de la muestra en estudio.
n: NUmero de puntos en la curva de calibracion, multiplicada por el
namero de réplicas
o Concentracion en estudio.
Olprom: Promedio de los estandares de calibracion.
Sy Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones.

Sy Sy« se calcula como sigue:

Sxx= Zjn=1 (OLi-OLprom)
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El ajuste por minimos cuadrados supone que los errores estan en direccion de la
abscisa y no de la ordena. En consecuencia este procedimiento refleja la
incertidumbre de los valores de absorbancia y no de los estandares de calibracion.

Reemplazando se tiene:

=0,003

5,298 j1 1 (18-17,59)°
ua= +t—

=0007948 36" 700

e Desviacién estandar relativa por la respuesta del equipo

Se obtiene dividiendo la incertidumbre estandar debida a la respuesta del equipo
entre la concentracion estudiada.

Uajuste = 0,003/18 = 1,66x10™

3.3.3.5 Incertidumbre relativa a la curva de calibracion

La estimacion de la incertidumbre relativa a la curva de calibracion se obtiene a
partir de up (numeral 3.3.3.2) y Uajuste (NUumeral 3.3.3.3) como sigue:

2 2
Ucu=\/(1,66_4) +(7,50x10°)" = 7,50x107

3.4 INCERTIDUMBRE COMBINADA DEL METODO

Se obtiene combinando la incertidumbre debida a la pesada de la muestra, la
dilucion de la muestra (aforo en el balon de 100 mL) y la asociada a la curva de
calibracion, teniendo en cuenta los coeficientes de sensibilidad para cada fuente
[CEM, 2008; EURACHEM 2000]:

o 2 4,2 2 4,2 2 3\2_
Umétodo= | (78,17)2(9,46x10™ ) +(117,26)%(8,37x10™) +(0,66)?(7,50x10°%) '=0,1229

En la Figura 9, se muestra el aporte de las principales fuentes de incertidumbre en
la cuantificacién de plomo en textiles y calzado. La mayor fuente de incertidumbre
es aportada por la curva de calibracién, la cual se estima a partir de la
incertidumbre del material de referencia certificado y las mediciones de volumen.
Es la mayor contribucion debido a que implica la preparacion de cada estandar de
calibracion y la incertidumbre derivada de la respuesta del equipo.
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Figura 9. Contribucion de cada fuente de incertidumbre.

Contribucion fuentes de incertidumbre

curva de calibracién

aforo

pesada

0,E+00 1,e-03 2,E-03 3,E-03 4,E-03 5,E-03 6,E-03 7,E-03 8,E-03

Contribucion ui

3.5 INCERTIDUMBRE EXPANDIDA DEL METODO

Se obtiene multiplicando la incertidumbre combinada por el factor de cobertura k =
2, para una grado de confianza del 95%

Unmet = U x k=0,1229* 2 = + 0,2458

3.6 INCERTIDUMBRE EXPANDIDA EN LA CONCENTRACION DEL ANALITO

Se obtiene multiplicando la incertidumbre expandida por la concentracion
determinada en la metodologia.

U = C (mg/kg) x 0,2458

Donde C es la concentracion del analito.

3.7 EXPRESION DEL RESULTADO

C + U mg/kg
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3.8 CARTA DE CONTROL

Para la carta de control se realizaron 10 lecturas, con las cuales se construyo la
carta de control para calzado y textiles. Se utilizaron blancos de muestra
enriquecidos con un material de referencia certificado a una concentracion de 18
ug/L. En la Figura 10, se puede apreciar que las medidas no presentan ninguna
tendencia demostrando que la metodologia analitica no esta sujeta a errores
sistematicos, ademas como no se superan los limites de advertencia se
demuestra que los errores aleatorios se encuentran bajo control. La disminucién
en la exactitud para la lectura 9, es resultado del desgaste del tubo de grafito, y
sirve como indicativo para hacer el reemplazo por uno nuevo, conduciendo a un
aumento en la sensibilidad. Por su parte, la dispersion de las otras lecturas se
debe a los errores aleatorios inherentes a toda medicion analitica. Los valores
para los limites de advertencia y de control se establecieron de acuerdo a lo
descrito en la seccion 2.3.

Figura 10. Gréfico de la carta de control para calzado y textiles.

Carta control para calzado y textiles

15

14,5
14
:g 13,5 PN e PROM
g 13 P — / == Concentracion Pb
£ 125 \\// AP W 4
g - \V/ — | AS
S s e | A
1 LCS
10,5 LCI
10
0 2 4 6 8 10 12
No. lectura

LAS: limite de advertencia superior; LAI: limite de advertencia inferior; LCS: limite
de control superior; LCI: limite de control inferior, PROM: promedio. Las
concentraciones estan dadas en mg/kg.
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4 CONCLUSIONES

La aplicacion del método para la determinacion de plomo total en calzado y textiles
permitié adquirir la evidencia objetiva y necesaria para la validacion.

Los coeficientes de variacion obtenidos para las soluciones de rango bajo, medio y
alto, 6,27%, 5,87%, 9,16% respectivamente, y para las muestras reales de calzado
(7,93%) y de textiles (2,98%), cumplen con los criterios de aceptacion establecidos
por el laboratorio (segun la ecuacion de Horwitz, coeficiente de variacion < 10%)
demostrando la precision del método.

El método es exacto debido a que los porcentajes de recuperacion: 109,01%,
98,47% y 99,26%, los errores relativos: 9,01%, 1,52% y 0,73% Yy los valores del
estadistico t: 1,11, 0,57, 0,44, para rango bajo, medio y alto respectivamente,
cumplen con los criterios de aceptacion establecidos en el laboratorio (porcentaje
de recuperacion entre 80%-120%; error relativo < 10% y t < 2,45).

Por su parte las interferencias por matriz se consideran minimas ya que el
porcentaje de recuperacion para las muestras fortificadas de calzado (97,67%) y
de textiles (100,94%) junto con los valores de t para calzado (2,14) y textiles (0,82)
son aceptables.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se demuestra que el método es
apto para la determinacién de plomo total en calzado y textiles, ya que es exacto y
preciso dentro del intervalo lineal estudiado.

Las sales presentes en el sudor acido artificial, disminuye la sefal obtenida,
afectando directamente la exactitud del valor registrado. Teniendo en cuenta lo
anterior, no se logré llevar a cabo la validaciébn de la metodologia para la
determinaciéon de plomo extraible en textiles, ya que las interferencias quimicas,
no especificas y de fondo no permiten alcanzar la precisién y exactitud necesarios.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, el método analitico EPA 3050B se
declara adecuado para la determinacion de plomo total en calzado y textiles bajo
las condiciones de trabajo dadas en el Laboratorio Quimico de Consultas
Industriales.
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5 RECOMENDACIONES

Para trabajar a altas temperaturas de calcinado con cuero y textiles la adicion de 2
mL de acido fosforico al 5% produce buena estabilizacion de la sefial.

Para eliminar las interferencias producidas por la presencia de sales, se sugiere el
estudio de otros agentes, tales como acido fluorhidrico u oxalato de amonio
reportados en la literatura como modificadores de matriz para la determinacién de
plomo en agua de mar.

De forma opcional se sugiere el estudio de la extraccion del plomo presente en
una matriz con sales, mediante el uso de solventes organicos o precipitacion para
Su posterior tratamiento y analisis.

Para el desarrollo de validaciones se recomienda seguir los siguientes aspectos:

Realizar el mantenimiento preventivo de los equipos ya que las fuentes de
incertidumbre estan directamente relacionadas con el desempefio de los mismos.

Llevar las cartas de control, de tal forma que pueda supervisarse el desempefio
del método e identificarse cuando surge algun error de tipo sistematico.

Preparar con el mayor cuidado la curva de calibracién, ya que representa la mayor
contribucion de incertidumbre en el método.
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ANEXOS
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Anexo A. Valores de la distribucion t de student, contraste de 2 colas.

1 6.31 12.71 31.82
2 2.92 4.30 6.96
3 2.35 3.18 4.54
4 2.13 2.78 3.75
5 2.02 2.57 3.36
6 1.94 2.45 3.14
7 1.89 2.36 3.00
8 1.86 2.31 2.90
9 1.83 2.26 2.82
10 1.81 2.23 2.76
12 1.78 2.18 2.68
14 1.76 2.14 2.62
16 1.75 2.12 2.58
18 1.73 2.10 2.55
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Anexo B. Resultados de la matriz de experimentos.

No experimento Tiempo Temperatura Solucién Lectura
extractora [mL]
[h] [°C]
No 1 1 Ambiente 40 ND*
No 2 2 Ambiente 40 ND
No 3 1 50 40 0,11
No 4 1 Ambiente 80 ND
No 5 1 50 80 0,35
No 6 2 Ambiente 80 ND
No 7 2 50 40 0,9
No 8 2 50 40 0,38

(*) ND: no detectado
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Anexo C. Calculo del estadistico R?.

Estandar },I,g/L AbSprom (yi'yprom)2 (Yi'ycal)2 (xi'xprom)2
0 0,0046 0,008074 8,21778x10™% 121
1 0,0134 0,006570 3,86778x10™%° 100
5 0,0480 0,002163 9,66944x107’ 36
10 0,0911 0,000012 2,07025x10% 1
20 0,1685 0,005480 9,10028x10% 81
30 0,2413 0,021558 1,01336x10%° 361

SCregresi(’)n =0,043857

SCresidual = 5,29889x107°°

SCiota = 0,043910

R? = 0,043857/0,043910 = 0,9988

SC: Suma de cuadrados
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Anexo D. Valores de t para los porcentajes de recuperacion.

gl* 95% Gl 95% gl 95%
1 12.71 6 2.45 11 2.20
2 4.30 7 2.36 12 2.18
3 3.18 8 2.31 13 2.16
4 2.78 9 2.26 14 2.14
5 2.57 10 2.23 15 2.13

(*) gl: grados de libertad
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