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RESUMEN

El presente trabajo esta enfocado en la comparacion estadistica entre curvas de calibracion, preparadas con la
matriz de extractos provenientes de la técnica de fraccionamiento de metales pesados, para establecer los métodos
adecuados para el propésito en la determinacién de manganeso en extractos de composta por la técnica de
espectrometria de absorcién atdmica. La metodologia establecida se realiza, analizando estandares de diferentes
concentraciones, blancos de muestra, muestras adicionadas y material de referencia certificado. Se evalud la
homocedasticidad de cada curva, la similitud entre pendientes, la ordenada al origen y la estimacion de

incertidumbre por series de Taylor y Monte Carlo.
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1. INTRODUCCION

El trabajo experimental para el desarrollo e
implementacion de los métodos de cuantificacion se
realizé en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental (LIA)
por la técnica de espectrometria de absorcién atomica
(EAA) en flama para la determinacion de Manganeso
en extractos de composta resultado de realizar la
especiacién de metales. El trabajo fue desarrollado bajo
la certificacion ISO 9001:2015 del LIA, quien tiene como
servicios sustanciales los procesos de determinaciones
analiticas y disefio y desarrollo de métodos.

Si bien lo més recomendable para realizar cada
determinacion es preparar una curva de calibracién por
cada tipo de matriz, en ocasiones la carga de trabajo es
tan alta que es imposible validar los métodos para cada
matriz, especialmente en un laboratorio de servicio a la
investigacion en donde el cambio de matriz es
frecuente. Una opcién a la que se ha recurrido es
analizar, por ejemplo, las matrices acuosas con curvas
de HNOs 2% que es equivalente a la acidez
recomendada para la preservacion de las muestras
para su transporte, aludiendo a la comparacion
estadistica de los extractos evaluada previamente [1].

La importancia de implementar y desarrollar un método
adecuado para el propésito [2] reside en la
confiabilidad que demuestran los resultados para la
toma decisiones y el prestigio del laboratorio, por lo

tanto, el rendimiento del método y la incertidumbre
deben tener niveles de confianza conocidos y
aceptables; para esto se utilizan parametros
estadisticos que demuestren el compromiso con la
confiabilidad de los resultados.

2. DISENO EXPERIMENTAL
2.1. Descripcion de la muestra

Las muestras fueron extractos de compostaje para la
biodegradacion de polietieno de baja densidad
elaborado con aditivos pro-oxidantes: estearato de
manganeso (MnST). Las cinco clasificaciones de
extractos son:

E1l: Extracto de cloruro de magnesio (MgClz)

E2: Extracto de acetato de sodio (NaAc)

E3: Extracto de hidrocloruro de hidroxilamina
(NH20H.HCI)

E4: Extracto de peroxido de hidrogeno mas acetato de
amonio en &cido nitrico (H202+HNO3+NH4AC)

E5: Extracto de &cido nitrico y acido clorhidrico con
agua (HNOs+HCI+H20)

2.2. Controles

Se preparé una curva de calibracién por cada tipo de
extracto y se analiz6 el blanco de reactivos por cada
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lote establecido. La determinacion de manganeso se
realiza por EAA-Flama.

Los extractos contenian niveles altos de sodio y
materia organica por lo que fue necesario contar con
controles que disminuyeran el impacto de las
interferencias quimicas y espectrales que se pudieran
tener.

Los controles establecidos para la determinacion son;
Blanco de reactivos (BR), blanco de muestra (BM,
extracto de composta libre de polietileno), Estandar de
Verificacién continua (EVC, BM adicionado con el
elemento Mn), una muestra duplicada (Muestra
analizada en dos ocasiones al inicio y al final de la
corrida) y curva de calibracion (6 niveles por triplicado).

2.3. Técnica analitica

Para el método de determinacion de Mn en extractos
de composta se empleé la técnica de espectroscopia
de absorcién atdmica Flama, que se fundamenta en la
ley de Lambert-Beer, principalmente la medida de la
absorbancia, siendo ésta proporcional a la
concentracién de la muestra (c), a la absorbancia (b) y
al coeficiente de extincion molar (¢) como se observa
en la ecuacion de Lambert-Beer (1).

A=¢cb D

Se utilizé6 un espectrofotdbmetro marca Thermo Solar
ICE 3000, para la cuantificacion del elemento en
estudio se realizaron curvas de calibracion empleando
patrones de referencia.

Para la implementacion del método analitico se
tuvieron en cuenta herramientas estadisticas como:
intervalo lineal, limite de deteccion, Ilimite de
cuantificacién, desviacién estandar, prueba t-Student y
prueba F de Fisher.

Los parametros que se utilizaron para la determinacién
del analito de interés fueron los recomendados en el
manual del programa SOLAAR del equipo, los cuales
se desglosan en la Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros de operacion del equipo de
absorcién atébmica por flama.

Lampara de catodo hueco Mn
Longitud de onda (nm) 279.5
Tipo de flama Aire/acetileno
Flujo del combustible del 12
gas combustible (Lmin-1) '
Bandpass (nm) 0.2

2.4. Desarrollo

Se tuvieron en cuenta las recomendaciones de la
norma NMX-AA-115-SCFI-2015 Analisis de agua-

criterios generales para el control de la calidad de
resultados analiticos, ante la falta de una norma
especifica para el tipo de muestras de interés en este
trabajo.

La experimentacién se realizd en condiciones de
repetibilidad y por triplicado. Las soluciones fueron
preparadas por gravimetria a partir de un material de
referencia certificado (High Purity Standards, HNOz 2%
p/p) de 1000 pgmL?1 £ 5 pgmLt de Mn, en un intervalo
de trabajo que se establecié entre 0.3 mg/L y 4 mg/L,
considerando la linealidad reportada en software
SOLAAR del EAA.

Limite de deteccion (LD): La evaluacion del valor
obtenido con la ecuacion 3 se realiz6 mediante el
andlisis de 30 repeticiones del blanco de muestra,
calculando el promedio, desviacidn estandar se
corrobord que, en este caso, todos los datos fueron
aceptados.

Limite de cuantificacién (LC): La evaluacion del valor
obtenido con la ecuacién 4 se realiza afiadiendo a la
muestra blanco una concentracion conocida del analito
de interés cercana al valor obtenido con la ecuacién 4;
se analizaron 30 veces y se calculé el promedio,
desviacion estandar se corroboré que, en este caso,
todos los datos fueran aceptados.

Curvas de calibracion: Las concentraciones se
prepararon considerando el valor asignado en el
certificado del Material de referencia. Los ensayos se
repitieron en tres dias diferentes por cada extracto sin
recibir tratamiento de muestra adicional y realizando
una curva de calibracién diferente cada dia.

Comparacién estadistica de las curvas de calibracién:
la evaluacion de este pardmetro se realiz6 al comparar
las curvas de calibracion estandar (HNOs 2%) con las
curvas preparadas con la adicion de estandares al
extracto de composta correspondiente.

2.5 Célculos

El calculo de los parametros rango lineal, limite de
deteccién del método, limite de cuantificacion se realizo
como se describe a continuacion.

Rango Lineal: Se obtiene por el método de minimos
cuadrados los valores de la pendiente, la ordenada al
origen y el coeficiente de correlacion, teniendo en
cuenta la proporcionalidad entre la concentracion del
analito y la sefial producida por el equipo se delimita la
curva a un valor de R2 > 0.95.

Ecuacion lineal utilizada para la curva:

Absorbancia=pendiente (concentracién)+ordenada (2)



Para la determinacion de los limites de cuantificacion y
deteccion se objetivo la sefial de 30 repeticiones del
Blanco de Reactivos de cada extracto. Utilizando las
férmulas siguientes:

LD = 3.3(error tipico) + ordenada origen (3)
LQ = 10(error tipico) + ordenada origen (4)

Se realizd6 una comparacion de las varianzas
correspondientes a la pendiente y la ordenada a través
del ensayo de homogeneidad de Bartlett para
comprobar la suposicion de que las muestras
provienen de la misma poblaciéon, es decir, que es
indistinto analizar las muestras con una curva de
calibracion de HNOs al 2% o con una curva preparada
con su matriz especifica. Dado que esta prueba las
analiza en conjunto se complementé con un analisis de
F de Fisher, con el que se tiene un resultado mas
detallado sobre las varianzas.
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Nivel de significancia 0=0.05

n: nimero de datos por cada serie.
h: nimero de series de datos

N: namero total de datos

h-1: grados de libertad

Valor critico de %2 :11.0705

C: 1.31556

Si la y2 es menor que el valor critico de %2 entonces es
valido realizar las determinaciones de muestras
desconocidas con una curva de HNOsz 2%, de lo
contrario, serd necesario realizar una curva de
calibracion con la matriz correspondiente al extracto en
evaluacion.

Se realiz6 una evaluacién de la homocedasticidad de
las pendientes 1 (Hnos 2%) Y | (Extracto) @ través del calculo
de F (ecuacién 8) [3, 4].

52
__ Pu(HNO32%)
Fcal - Mz— >1 (8)

w(extracto)

Donde m es la pendiente de la curva correspondiente.
El valor critico de F se obtiene al 95% de confianza
(Ferit, 95%, 01, 02 donde v1=n-2, vV2=n-2.

Se realiza la prueba de t correspondiente para conocer
si existe diferencia entre las pendientes con la ecuacién
7 cuando las varianzas son homocedasticas y con las
ecuaciones 9 y 10 para las heterocedasticas [3, 4].

H 6) —H
t _ I (HNO3,2%) (extracto)| (9)

cal — 2 2
\/Su(HNO3,2%) +Su(extract0)

El valor tabulado se obtiene al 95% de confianza
(grados de libertad NHNo3 206) + Neextracto)-2). Por tanto, si
tca<tiab €ntonces, P HNO3 2%) = L (Extracto) y si fca>ttab
€entonces L (HNo3 2%) #LL (Extracto).

2 2
_ t1°Sy(HN03,2%) Tt2"S\(extracto) 10
cal — ( )

2 2
Su(HNO3,2%) +Sextracto

Donde: t; = t/4y a0, t, = ti% &, por lo tanto, si p<0.05
se acepta la hipotesis nula p HNo3 296 =J (Extracto) Y Si
p>0.05 p (HNO3 20) [ (Extracto) S€ acepta la hipdtesis
alterna.*

3. RESULTADOS

En las tablas 2 a la 6 se presentan los resultados
obtenidos en cada una de las etapas de analisis, tanto
de la parte experimental como estadistica.

3.1. Resultados de la linealidad en el método de
manganeso

Los resultados obtenidos para las curvas de
manganeso se desglosan en la Tabla 2.

Tabla 2. Comparacion de curvas preparadas con
Blanco de reactivos y con HNO3 2% para la
determinaciéon de manganeso. Intervalo de la curva:
0.3 mg/L - 4 mg/L

Pendiente Varianza Ordenada Varianza
Mn Promedio Promedio b
™) " (b)

HNOs 0.199 0.000308 0.033 9.1x10°®
2%
E1l 0.215 0.000041 0.121 0.0247
E2 0.175 0.000200 0.155 0.00229
E3 0.155 0.000049 0.104 2.7x106
E4 0.157 0.002350 0.072 0.0028
E5 0.164 0.000106 0.072 8.3x107

En la Tabla 3 se muestran los resultados de las
comparaciones de las varianzas de cada curva con
respecto a la de HNO3z 2 %.




Prueba F para varianzas de dos muestras
Ho: S2(HNO3s 2%) = S2?(extracto)
Ha: S2(HNOs 2%) # S?(extracto)

Tabla 3. Resultados de la prueba de F para las
pendientes tomando como referencia la curva de

HNOs3 2%.

Varia}ble: = P(F<=f) ;/aa:gr':c r(:'r?g Hipotesis
pendiente una cola cola) aceptada
E1l 7.45 0.118 19 Ho
E2 1.53| 0.394 19 Ho
E3 6.35 0.135 19 Ho
E4 0.13| 0.118 0.052 Ha
E5 2.90| 0.255 19 Ho

Tabla 4. Resultados de la prueba de F para las
ordenadas tomando como referencia la curva de

HNO3 2%.

Variable: E P(F<=f) g::grlf r(llj:ch Hipotesis
ordenada una cola cola) aceptada
El 0.0036 | 0.00367 0.05263 Ho
E2 0.0396 | 0.03818 0.05263 Ho
E3 33.187| 0.02925 19 Ha
E4 0.0323| 0.03151 0.05218 Ho
E5 109.34 | 0.00906 19 Ha

En la Tabla 5 se presenta la prueba de t para conocer
las diferencias.

Tabla 5. Prueba de t para conocer si las pendientes son
diferentes o iguales, extractos vs HNOs 2%.

Extracto teal p Hipotesis
aceptada
El -1.5080 | 0.2060 Ha
E2 1.8657 | 0.1355 Ha
E3 4.0381 | 0.0156 Ho
E4 1.6037 | 0.1840 Ha
E5 2.9970 | 0.0400 Ho

En la Tabla 6 se presentan los resultados de t para las
ordenadas al origen, frente a la ordenada obtenida con
la curva de HNO3 2%.

Tabla 6. t para las ordenadas de cada extracto vs

HNOs 2%
Extracto tcal p Hipotesis aceptada
El -0.9684 | 0.3876 Ha
E2 -4.3577 10.01208 Ho
E3 -12.7827 [ 0.00606 Ho

Extracto teal p Hipétesis aceptada
E4 -1.2268 | 0.2744 Ha
E5 -7.0597 | 0.0194 Ho

En la Tabla 7 se resumen los resultados de limite de
deteccién y de limite cuantificacién obtenidos.

Tabla 7. Limite de deteccion y cuantificaciéon de Mn

Extracto Extracto LD LC

(mgL?) | (mgL?)
MgCl2 El 0.007 0.022
NaAC E2 0.015 0.044
NH>OH.HCI E3 0.176 0.532
H202+HNO3z+NH4AC E4 0.031 0.095
HNO3z:HCI:H-O E5 0.017 0.050

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en
una simulacion por Monte Carlo (MC) considerando un
tamafo de muestra de 1000000 de repeticiones.

Tabla 8. Resultados por Monte Carlo.

Extracto Ordenada DE Mediana

promedio | ordenada ordenada
El 0.02 0.11 0.008
E2 0.040 0.120 0.026
E3 0.035 0.110 0.022
E4 0.038 0.11 0.024
E5 0.028 0.1 0.016
HNO3 2% 0.02 0.11 0.0082

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de los analisis
realizados por Monte Carlo con el software Uncertainty
Machine del NIST [5] para conocer el comportamiento
de la distribucién de salida de la ordenada, pendiente y
resultados de muestras.

Probability Density

0.0 0.1 0.2 0.3
| Output quantity (Y)
arlo sample

— Monte Carlo
Gaussi

antity
iation as Monte C:

Figura 1. Distribucion de salida por propagacion de
incertidumbre por series de Taylor (linea punteada roja)
vs Monte Carlo (linea continua azul), para la ordenada



al origen del extracto de MgCl,. Obtenida con el presenta como ejemplo la carta de trazabilidad

software Uncertainty Machine del NIST.

obtenida para una de las muestras.

Se obtienen los valores de pendiente y ordenada al
origen con los valores de absorbancia. En la figura 2 se

Laboratorio de Ingenieria Ambiental
CARTA DE TRAZABILIDAD

Trazabilidad metroldgica para los resultados de medicion por absorcion atomica.

[Mn] en el calibrador
primario fraccién de
masa 51.78 %

U, + 0.17 % fraccidn
de masa; k=3.2

Material de
referencia
primario

Anglizado en  un Analito primario

espectrémetro de medido usando una

emision Optica con preparadion

plasma  acoplado gravimétrica de

inductivamente manganeso mineral

(1cP-OEsS). analizado en el NIST.

-~

Analizado en un Analito secundario
espectrémetro de emision medido usando una
Optica con plasma preparacién

acoplado  inductivamente
(ICP-OES) © en un
espectrémetro  de masas
con plasma  acoplado

gravimétrica 5}
volumétrica de cadmio
a partir de una

preparacion de la serie

-+ 5 oL Materizl de nductivamente (ICP-MS). SRM 3100 el NIST.
4G £ 5 H@o/mLimios [Mn] en el calibrador referendia
2wy, K=2 dari 1000 ~ N
secundario primario
M mLHNCE 236wy
G/,o
i 5,
Analizado en un Procedimiento de
espectrémetro de calibracion dptica con
absorcién atémica una lampara
Thermoscientific ICE3000 caracterizada.
[Mn] en E1 (MgCl2) Muestra
[ Ug, £ 7.54 mgunl-1; k=2 ] 107.2 mgmnl-1 Extracto 1

Nota: Por daridad de esta carta, se ha omitido la mencidn a los métodos de calibracién aplicados, los cuales estdn descritos en los procedimientos respectivos.

Figura 2. Ejemplo de la carta de trazabilidad para los valores de concentracion obtenidos con la curva de
calibracion del extracto de MgCl..

4. DISCUSION

De acuerdo a los resultados que se muestran en la
Tabla 3, se observa que, la matriz genera una
varianza de la pendiente estadisticamente diferente
para el extracto 4, E4 (H202:HNO3:NH4AC).

Para el caso de la ordenada, los extractos 3 y 5
(NH20H.HCI y HNO3:HCI:H20) tienen una varianza
de la ordenada estadisticamente diferentes a los
extractos 1, 2 y 4.

Por otro lado, en la Tabla 5, se analiz6 con una
pruebat para conocer la similitud entre las pendientes
de cada extracto con respecto a la de HNO3s 2%. Que,
como se observa, solo los extractos 3 y 5 serian
comparables con el acido nitrico, mientras que el
resto de los extractos no lo son.

Con respecto a los resultados de la Tabla 6, lo que
podemos determinar es que, para los extractos 2, 3y
5 se obtiene un LD estadisticamente igual a la curva
de HNOs 2%, mientras que los extractos 1 y 4
muestran una diferencia significativa, que se
corrobora con la Tabla 7.

Es importante aclarar que los extractos 3 y 5 se
hicieron con la ecuacion para heterocedasticos y los
extractos 1, 2 y 4 como homocedasticos.

Se hizo un andlisis estadistico sobre el comportamiento
del analito en esta matriz y también la comparacion
entre métodos de estimacion de incertidumbre, lo cual,
fue relevante para el tipo de fenédmeno que se estudio
dado que se pudo observar que tiene una distribucion
de salida diferente a la normal, lo cual da una
probabilidad de cobertura distinta entre series de Taylor
y Monte Carlo. En este caso, es importante acotar que



se realiz6 por simulaciones con la finalidad de
determinar si con gran nimero de muestras se podria
tener conmutabilidad y LD estadisticamente iguales
para todos los extractos, dado que, experimentalmente
eso no seria posible.

Finalmente, los resultados de la ordenada analizados
por Monte Carlo, estan en el mismo orden de
magnitud, aludiendo a un LD estadisticamente igual
al HNOs 2%, esto, como se puede ver en la Figura 1,
genera distribuciones de salida significativamente
diferentes.

5. CONCLUSIONES

Las muestras problema obtenidas por la extraccion
con los extractos 3y 5 (NH20H.HCIl y HNO3:HCI:H20)
tienen ordenadas y pendientes estadisticamente
iguales a la de la curva de HNO3 2%, por lo que si es
recomendable que se analicen con la curva de rutina
para disminuir tiempos de analisis.

Las muestras problema obtenidas por la extraccion con
los extractos 1, 2 y 4 (MgClz, NaAc vy
H202:HNOz:NH4Ac) deben ser analizadas con una
curva preparada con su propia matriz , debido a que las
pendientes y la ordenada al origen son diferentes a las
de la curva de rutina, HNO3 2%.

Adicionalmente, la varianza de la curva del E4 resulta
en un aumento en la incertidumbre al valor final que se
reporta y la curva del E2 tiene una ordenada que
demuestra un contenido de interferencia quimica basal
gue debe ser considerada al momento de obtener los
resultados finales de concentracion.

Con el andlisis de Monte Carlo se evidencia que en
fendmenos como el que hemos descrito, la distribucion
de salida es diferente a una normal y que hay una
limitante si se estima la incertidumbre solo con series
de Taylor y por tanto, la necesidad de hacer
estimaciones de incertidumbre complementarias, por
ejemplo, con Monte Carlo.
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