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Resumen

Objetivo: Validar estadisticamente dos nuevos ensayos para la determinacion de especies
inorganicas de arsénico utilizando resina de intercambio i6nico acoplado a generacion de
hidruros-espectrometria de absorcion atdmica y cromatografia iénica. Método: La tesis tuvo
un disefio experimental, es aplicada y con enfoque cuantitativo. Se estudiaron dos ensayos
para la determinacion de arsénico inorgdnico; por separacion con resina de intercambio
i6nico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcién atémica y por
cromatografia i6nica. Estos ensayos se implementaron para soluciones estandarizadas,
validdndose los pardmetros de linealidad, sensibilidad analitica, veracidad, precision, limite
de deteccion, limite de cuantificacion, rango de trabajo y robustez con el software estadistico
de Minitab y hoja de cédlculo de Microsoft Excel. Resultados: Los ensayos con resina de
intercambio i6nico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcién atoémica
y cromatografia i6nica para el pardmetro linealidad tuvieron un coeficiente de correlacion r
= 0.9989 y 0.9985; los limites de deteccion fueron 0.32ug/L y 31.4pg/L y el limite de
cuantificacion 1.0ug/L y 100pg/L, respectivamente. Los resultados de los pardmetros de las
soluciones evaluadas fueron comparados con normas internacionales, demostrandose que
son Optimos para la determinacién de especies inorgédnicas de arsénico para soluciones
acuosas. Conclusiones: Los dos ensayos propuestos mostraron veracidad y precisién en la
determinacion de especies inorgdnicas de arsénico en soluciones acuosas; por lo que son
fiables y tienen la ventaja de ser alternativas mds econdmicas a las que comuinmente

utilizamos.

Palabras clave: arsénico, especiacion, resinas de intercambio, cromatografia idnica,

validacion.



Abstract

Objective: To statistically validate two new assays for the determination of inorganic
arsenic species using ion exchange resin coupled to hydride generation-atomic absorption
spectrometry and ion chromatography. Method: The thesis had an experimental design, is
applied and with a quantitative approach. Two assays were studied for the determination of
inorganic arsenic; by separation with ion exchange resin coupled to hydride generation-
atomic absorption spectrometry and by ion chromatography. These assays were
implemented for standardized solutions, validating the parameters of linearity, analytical
sensitivity, trueness, precision, limit of detection, limit of quantification, working range and
robustness with Minitab statistical software and Microsoft Excel spreadsheet. Results: The
assays with ion exchange resin coupled to hydride generation-atomic absorption
spectrometry and ion chromatography for the linearity parameter had a correlation
coefficient r = 0.9989 and 0.9985; the limits of detection were 0.32nug/L and 31.4pg/L and
the limit of quantification 1.0pug/L and 100ug/L, respectively. The results of the parameters
of the evaluated solutions were compared with international standards, demonstrating that
they are optimal for the determination of inorganic arsenic species for aqueous solutions.
Conclusions: The two proposed assays showed trueness and precision in the determination
of inorganic arsenic species in aqueous solutions; therefore, they are reliable and have the

advantage of being more economical alternatives to those commonly used.

Keywords: arsenic, speciation, exchange resins, ion chromatography, validation.



I. INTRODUCCION

La presente tesis de investigacion desarrolla dos ensayos para la determinacién de
arsénico inorgénico usando resina de intercambio i6nico acoplado a generacion de hidruros-
espectrometria de absorcion atdmica y cromatografia idnica; estos dos ensayos pretenden
ser nuevas alternativas respecto a los convencionales ensayos que emplean tecnologias
avanzadas como son unicas posibilidades para la determinacién de especies de arsénico

inorgénico en aguas.

El arsénico como elemento natural, se encuentra distribuido mayormente en la
superficie terrestre; presente en el agua, el aire y el suelo. Hay numerosos casos de presencia
de niveles elevados de arsénico en aguas subterrdneas, lo cual hace que no sean aptas para
consumo humano (Sepulveda, 2009). Es un problema muy importante a nivel mundial en
salud publica ya que esta exposicion de personas a estos niveles no adecuados de As en el
agua se relaciona con el aumento de la incidencia de cdncer y enfermedades cardiovasculares
(Saborio y Higaldo, 2015). La exposicién se da principalmente a través del agua y los
alimentos; por especies de arsénico inorgéanico y organico, cada una de estas formas posee
diferentes propiedades fisicoquimicas, biodisponibilidad, toxicidad y movilidad,

dependiendo de la forma quimica en la que se encuentre.

Asi como otros elementos, la determinacion total de arsénico es insuficiente para dar
a conocer una evaluacion detallada sobre las consecuencias ambientales y clinicas que
genera su presencia. Histéricamente el orden de toxicidad para las especies de arsénico,
donde los arsenicales inorgdnicos solubles aparecen més téxicos que los orgénicos, y el As*™

inorgdnico aparece como mds téxico que el As*> inorgdnico, demanda una necesidad en el



analisis de “especiacion” arsenical ya que tiene una importancia biologica y toxicoldgica e
involucra un desarrollo de metodologias para su determinacidn selectiva (Sigrist, 2009). Un
hecho importante a la hora del desarrollo de tecnologias para tratamiento de arsénico en agua
de consumo es conocer la forma quimica en la que se encuentra ya que la eficiencia de los

procesos de remocién depende principalmente de ello.

1.1. Descripcion y formulacion del problema

El arsénico es un elemento que se encuentra de manera natural en aguas subterrdneas
y aguas superficiales, sin embargo, es mds frecuente en aguas subterrdneas y estas aguas
constituyen la mayor reserva de agua potable en el mundo, por ello es primordial conservarla
y mantenerla libre de contaminacién. El arsénico es muy téxico en su forma inorgénica,
presente predominantemente en agua y esto implica una mayor amenaza para la salud
publica en su uso para beber, preparar alimentos o regar cultivos. La exposicién prolongada
a bajas concentraciones de este elemento; a través de su ingesta por agua o alimentos, puede
causar cancer o lesiones cutdneas, a su vez estd asociado a problemas cardiovasculares,

neurotoxicidad y diabetes (Peregrino, 2016).

La prevencion de la exposicion prolongada al arsénico es una necesidad, la cual se
lleva a cabo con sistemas seguros en las comunidades de abastecimiento de agua potable.
En el Peru la normativa referente al arsénico en agua potable en el Peru se aplica bajo el DS
N° 031-2010-SA, con un limite de 10 pg/L. (Medina-Pizzali et al., 2018). Los procesos de
tratamiento de arsénico en agua dependen de varios factores, entre ellos la especie
predominante de arsénico presente en el agua y el pH en el que se encuentre, ambas especies

(arsenito y arseniato) se encuentran como aniones disueltos, a un pH por debajo de 9.2, el



arsenito no tiene carga y por lo tanto dificulta la remocién en procesos que depende de carga
(intercambio i6nico, absorcidn de hidréxidos de hierro). El arseniato en un rango de pH de
2 — 12, se encuentra en forma de oxianiones por lo que es mds facil su remocién. Por lo
tanto, por esta razon, para eliminar el arsenito de las aguas, como primera etapa, es necesario

pre-oxidarlo para después removerlo (Litter et al., 2009; Van et al., 2009).

Las metodologias utilizadas para la determinacién de especies inorgdnicas de
arsénico, involucran tecnologia avanzada, tales como; espectrometro de masas de ionizacion
por electro spray (ESI-MS), Cromatografia Liquida (LC) acoplada a ICP-MS (LC-ICP-MS),
sistemas automatizados como Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento acoplada a la
Espectrometria de Masas-Horno de Grafito y HPLC-ICP-MS y a su vez son costosas y

complejas (Pohl y Prusisz, 2004).

En base a lo descrito, formulamos el siguiente problema principal: ;Sera posible
validar estadisticamente dos ensayos para la determinaciéon de especies inorgdnicas de

arsénico utilizando resina de intercambio i6nico y cromatografia iénica?

Y como problemas secundarios: ;Cudles son las ventajas y desventajas del ensayo

por resina de intercambio idnico con el ensayo por cromatografia iénica?

1.2. Antecedentes

Suchecki et al. (2021), optimiz6 y validé una metodologia para la especiacion de

arsénico en arroz utilizando cromatografia liquida y espectrometria de masas de plasma

acoplado inductivamente. La separacion cromatografica y la elucién de arsenito, acido



dimetilarsénico, &cido monometilarsénico y arseniato se lograron en menos de 8 min usando
10 mmol/L (NH4)HPO4 como fase movil, a pH 6 y un caudal de 1,4 mL/min. Los limites
de deteccién para As*’, DMA*, MMA* y As*™ en arroz fueron 1.87, 2.89, 0.54 y 3.00 ng/
g, respectivamente. La precision del método se evalué mediante pruebas de recuperacion de
analitos y andlisis de materiales de referencia certificados, que incluian harinas de arroz
blanco e integral. El método validado se aplic6 para la especiacion de As en 640 muestras
de arroz, que comprendian arroz pulido (blanco), arroz sancochado y arroz integral,
recolectadas de diferentes mesorregiones en el estado de Rio Grande do Sul en Brasil. Al
comparar la concentracion total de arsénico encontrada en las muestras digeridas con dcido
con la suma de las especies de As, las eficiencias de extraccién promedio fueron 98 + 13 %,

93+ 12 % y 86 + 6 %, para arroz blanco, sancochado e integral. , respectivamente.

En el articulo de Zhang et al. (2019), ofrecen una descripcion general de los métodos
opticos de medicién de arsénico inorgdnico (arsenito y arseniato). A su vez presentan y
discuten las estrategias colorimétricas, de dispersion y fluorimétricas para la deteccion de
arsénico inorgénico basadas en las moléculas orgdnicas/bioldgicas y su acoplamiento con
nanomateriales inorgénicos. La presente revision destaca y resume las ventajas/limitaciones
del mecanismo de deteccion de arsenito y arseniato. Ademds, también se proponen

perspectivas y desarrollos futuros de sensores Opticos para andlisis de arsénico.

Assis et al. (2019), utilizaron para este trabajo la técnica de extracciéon liquido-
liquido de sistemas acuosos de dos fases (ATPS) formados por un polimero y electrolito
para desarrollar una metodologia novedosa para la extraccion, determinacion y andlisis de
especiacion de arsénico inorgdnico. Para optimizar la metodologia, se estudiaron los

siguientes parametros: pH del sistema, naturaleza del electrolito formador de ATPS y del



polimero, longitud de la linea de unién del sistema, tipo y concentracion de extractantes y la
relacion de masa de los fases superior e inferior. El método fue validado empleando HG-
ICP-OES con un coeficiente de determinacién de 0,9957 y limites de deteccion y
cuantificacion iguales a 0,20 pg kg -1 y 0,66 pg kg -1, respectivamente, demostrando que el
método es capaz de detectar las bajas concentraciones exigidas por la legislacién. Los
valores de la desviacion estandar relativa (RSD) variaron entre 4.88 y 9.45%, y la RSD en
precision interdiaria fue de 11.07%, los cuales estdn de acuerdo con los limites de la guia de
validacion utilizada por el Instituto Nacional de Metrologia, Calidad y Tecnologia. Ademés,
las tasas de error relativo variaron de -7,44 a 9,90% y los porcentajes de recuperacion
estuvieron entre 92,6 y 110% para los estudios de precision. Este método también se aplic
en una muestra de agua del grifo enriquecida, presentando un valor de recuperacion igual al

87,10%.

Polo (2014), realiz6, un trabajo debido al grave problema de la presencia de arsénico
en las aguas subterrdneas de la Cuenca del Duero, que llevé a cabo un muestreo y posterior
andlisis de muestras de la zona. Se realizé la especiacion de dos de las especies de arsénico;
As® y As™, mediante HPLC/ICP-MS después de realizar la optimizacién del método
analitico. Ademads, realiz6 la determinacion de otras variables hidroquimicas del agua
subterrdnea para comprobar su relacion con los niveles y especiacion de arsénico mediante
andlisis estadistico multivariante. Paralelamente, realiz6 un ensayo para dilucidar las
condiciones de estabilizacion de las muestras en las que se va a realizar la especiacion de

As. Comprobando que la especie predominante de As en las aguas analizadas es arseniato.

En el trabajo presentado por Tuzen et al. (2010), se ha establecido un procedimiento

para la especiacion de arsenito y arseniato en muestras de agua natural. Se recuperaron



cuantitativamente iones de arsenito en resina Diaion HP-2MG recubierta con Alternaria
solani a pH 7, mientras que la recuperacion de arseniato fue inferior al 10%. El arseniato en
la solucién de mezcla que contenia As*> y As*™ se redujo usando KI y solucién de 4cido
ascorbico, luego se aplicéd el procedimiento para la determinacién del arsénico total. El
arseniato se calculé como la diferencia entre el contenido total de arsénico y el contenido de
arsenito. La determinaciéon de arsénico se realizé mediante espectrometria de absorcion
atomica de generacion de hidruros. El método se aplicé sucesivamente para la determinacion

y especiacion de arsénico inorgdnico en agua, alimentos y muestras bioldgicas.

Chavez (2009), realiz6 un trabajo donde, se evaluaron dos técnicas analiticas de
especiacion de las dos formas de arsénico inorganico en agua fluvial de Tacna, en el sur del
Perd, se desarroll6 un estudio comparativo entre la técnica de separacién por resina de
intercambio aniénico y la cromatografia iénica para la especiacién del As* y As™ en
muestras de agua de cuatro rios de la vertiente del Pacifico en dos distritos de la region
Tacna. La cantidad de arsénico total se determind con el sistema de inyeccién de flujo
asistido con absorcién atémica. Como resultados el autor indic6 un buen grado de separacion
en ambos procedimientos, sin embargo, la técnica de resinas de intercambio anidnico tiene
un limite de detecciéon inferior que la cromatografia ionica, 2,0 ug/L y 32 pg/L,
respectivamente. En cuatro de las seis muestras se obtuvieron valores superiores a los
recomendados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, y en ellas se
logré determinar las cantidades de arsenito y arseniato. Concluyendo que la técnica de
separacion por resina de intercambio anidnico tiene mayor sensibilidad de deteccion de
arsénico que la cromatografia i6nica y permite un alto grado de especiacion del arsénico

inorgénico en muestras de agua fluvial.



Navoni et al. (2009), en el laboratorio toxicoldgico Analitico (CENATOXA, 2009)
optimizé y validé una técnica para la cuantificacion de As [As suma = As inorgdnico (AsI)
+ especies metiladas: dcido monometilarsénico (MMA) y 4cido dimetilarsinico (DMA)],
producto del metabolismo del Arsénico inorgdnico, por inyeccion en flujo- generacion de
hidruros- espectrometria de absorcion atémica (IF-GH-EAA), previa derivatizacién con L-
cisteina. La recuperacion de las especies estudiadas: As inorgdnico (As Il y As V), MMA
y DMA fue cercana al 100% en todos los casos. Los limites de deteccién y cuantificacion
encontrados fueron para agua y orina: 2 y 3 pug/L; 5 y 8 pg/L respectivamente y el rango
dindmico de trabajo establecido fue desde 5 a 75 ug/L, permitiendo cuantificar As en
muestras de agua cercanos a los estdndares internacionales vigentes para valores maximos
de As en agua de consumo y en orina en niveles comparables con los establecidos en

poblacién laboralmente no expuesta.

Xie et al. (2006), en Instituto de Ciencias de la Salud Ambiental y Ocupacional y el
Departamento de Quimica y Biologia-Quimica de la Universidad de Nueva Jersey junto con
el Departamento de Proteccion Ambiental (2006), se desarrollé un método sensible y
robusto para la determinacion de siete especies de arsénico inorganico y organico usando la
cromatografia de intercambio i6nico combinada con espectrometria de masas plasmaética
acoplada inductivamente (IC-ICP-MS). Tanto las columnas de intercambio aniénico como
catiénico se usaron de forma complementaria. Arsenito (As*™), arseniato (As*), 4cido
monometilarsénico (MMA™) y 4cido dimetilarsinico (DMA™) se separaron selectivamente
mediante una columna de intercambio aniénico usando hidréxido sédico (NaOH) gradiente
de elucién, mientras que el dcido monometilarsenioso (MMA™®), 4cido dimetilarsenioso
(DMA*®) y arsenobetaina (AsB) se separaron mediante una columna de intercambio

catiénico usando acido nitrico 70 mM como fase mévil. Se lograron la separacion basal, alta
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repetibilidad y bajos limites de deteccion (0.10-0.75 ngmL-1). Usaron muestras de orina que
fueron enriquecidas y se analizaron con este método para evaluar el efecto de la matriz en

el método.

B’Hymer et al. (2004), hacen una revision que describe los antecedentes esenciales
y la toxicidad del arsénico en el medio ambiente y, lo que es mds importante, algunas
aplicaciones cromatograficas y procedimientos de manipulacion de muestras que se utilizan
actualmente para detectar y cuantificar con precision el arsénico en sus diversas formas
quimicas. En esta revision se presentan aplicaciones y trabajos que utilizan solo HPLC-ICP-

MS para la especiacién de arsénico de muestras ambientales y bioldgicas.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General
Validar estadisticamente dos nuevos ensayos para la determinacién de especies
inorgdnicas de arsénico utilizando resina de intercambio i6nico acoplado a generacion de

hidruros-espectrometria de absorcion atdmica y cromatografia idnica.

1.3.2. Objetivos Especificos

. Validar estadisticamente un nuevo ensayo de andlisis para la cuantificacion

de especies inorgdnicas de arsénico en soluciones acuosas utilizando resina de intercambio

i6nico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica.
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. Validar estadisticamente un nuevo ensayo de anélisis para la cuantificacion

de especies inorgdnicas de arsénico en soluciones acuosas mediante cromatografia idnica.

. Evaluar las ventajas y desventajas de los dos ensayos validados ( por resina
de intercambio idnico acoplado a generacién de hidruros-espectrometria de absorcion
atdmica y por cromatografia idnica) para la determinacién de especies inorgdnicas de

arsénico en soluciones acuosas.

1.4. Justificacion

Para el arsénico, asi como para otros metales, la toxicidad, actividad bioldgica y
destino medioambiental depende de la especie quimica presente y del medio en que se
encuentre. Por lo tanto, para evaluar la exposicion y posible remocién de este elemento en
diferentes medios, es necesario tener en cuenta la toxicidad de sus compuestos, dependiendo

de su estado de oxidacion, su forma quimica y solubilidad en el medio.

La determinacion de especies inorgdnicas de arsénico en agua no se realiza en Peru,
debido a que estos emplean tecnologias con acoplamientos de equipos mds complejos, 1o
que implica un mayor costo para realizarlo. Este estudio propone llevar a cabo el andlisis de
especies inorgénicas de arsénico (arsenito y arseniato), a través de la comparaciéon de dos

ensayos que no involucren costos elevados, sean confiables y practicas.



2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Arsénico

II. MARCO TEORICO

12

El arsénico (As), perteneciente al grupo 15 de la Tabla Periddica, por lo tanto, es un

elemento nitrogenoide, con propiedades como la baja conductividad se comporta como un

metal y no metal, por ello se le considera como un elemento metaloide o semimetalico. Su

nimero atémico es 33, con peso atémico de 74.921 g/mol, configuracién electrénica

[Ar]3d'%4s%4p® (Garcia, 2013). Por su posicién en la tabla peridica, este elemento presenta

un comportamiento quimico similar al del fésforo, hecho que conlleva multiples

implicaciones tanto a nivel edafico como sobre la toxicidad del arsénico para las plantas.

Figura 1

Posicion del arsénico (As) en la tabla periodica y propiedades del elemento

I T I I
ﬂmmmmmmm
| ot | o2 | '

mmu

Nota. Tomado de Moreno, 2010.

Radio de Van der Waals 185 pm
(Configuracida electrnica [Ar)3d™ 457 dp”
++3,5 (levemente
dcido)

Estados de oxidacida (Gxido)

\Punto de fusién 1090 K (8168°C)

Punto de cballicidn 887 K (613,8°C)
Entalpia de izac 34.76 KJ/mol
Entalpia de fusiéa 369,9 ki/mol
I nformacion diversa
Blectroncgatividad 2,18 (Pauling)

Calor especifico 330 J/kg*K)
Conductividad eléctrica 345 10" mlegy*
(Conductividad térmica 50 WAm*K)

1* Potencial de ionizacion 1947.0 kJ/mol
2 Potencial de ionizacion 1798 kJimol
3" Potencial de ionizaciGn 2735 klimol
14" Potencial de ionizacion 4837 k/fmol
iS* Potencial de ionizaciin 6043 KJ/mol
16" Potencial de ionizaci 12310 kJ/mol

z SRS o

ED
iso. | AN MD MeV

As [100% |Isitopo estable con 42 neutrones

™




13

El arsénico elemental o arsénico metdlico, es un material solido de color gris acero,
quebradizo y amorfo. Se encuentra como impureza de otros metales, cobre, plomo, cinc u
oro y es raro hallarlo puro en la naturaleza (Ramirez, 2013). Segin la Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, traducido del inglés Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (ATSDR, 2007); en el ambiente, el arsénico se combina
con otros elementos; por ejemplo, cuando se combina con oxigeno, cloro y azufre forma
compuestos inorgdnicos y cuando se combina con carbono e hidrégeno se forman
compuestos orgdnicos. El aire himedo oxida facilmente al arsénico produciendo tri6xido
que es muy toxico, aunque algunas de sus formas orgdnicas intervienen en los procesos

metabolicos de varias especies (Ramirez, 2013).

Estd distribuido en todo nuestro entorno (aire, agua y tierra), cuyo origen podria
deberse a formas naturales o producto de actividades antropogénicas (Saborio y Higaldo,
2015). Es uno de los elementos mds abundantes en la corteza terrestre (Galetovic y De
Fernicola, 2003), ocupando el lugar nimero veinte en abundancia natural, catorce en agua
de mar y doce en el cuerpo humano (Peregrino, 2016). Presenta cuatro diferentes estados de
oxidacidn; arseniato As (+5), arsenito As (+3), As elemental (0) y arseniuro As (-3) (Rangel
et al., 2015; Garcia, 2013), esto le permite tener varias formas quimicas que se relacionan

con la toxicidad y biodisponibilidad (Xie et al., 2006).

Las especies quimicas mds importantes son: Arseniato y otras formas inorganicas de
As+5, Arsenito y otras formas inorgdnicas de As*3, formas metiladas de As*> como el 4cido
dimetilarsinico (DMA*>, el monometilarsonato (MMA*®) y otras formas orgdnicas de As*,

formas metiladas de As** como el dcido dimetilarsenioso (DMA™*?) y otras formas orgdnicas
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de As*, 6xido de trimetilarsina (TMAO™), arsenobetaina (AB), arsenocolina (AC), catién
tetrametilarsonio (TMA™), arsenoaziicares, arsenolipidos y otras especies (Litter et al.,

2009).

2.1.2. Origen de arsénico

2.1.2.1. Origen natural. El arsénico tiene principalmente origen y formacion
en la corteza terrestre, presente en rocas y sus minerales. La desintegracion y lixiviacién de
rocas, y los procesos geoquimicos naturales, permiten su movilizacién y liberacién al
ambiente, donde el agua subterrdnea y superficial se afectan mds con este elemento. Para
llegar a una mejor descripciéon de muchos sistemas naturales, los procesos fisicoquimicos

comprometidos son los procesos de adsorcion y de intercambio i6nico (Alarcon et al., 2013).

Aln no se define del todo la existencia de arsénico en aguas subterrdneas, se sugiere
que, bajo condiciones oxidantes, junto con las bajas velocidades del flujo subterrdneo y la
evaporacion; permiten la disolucién o desorciéon de minerales presentes en estas aguas

(Alarcénm et al., 2013).

El control de emisiones de contaminantes, determina la calidad de aguas
superficiales, en el caso de las aguas subterrdneas se identifican las dreas y mecanismos que
permitan la entrada de contaminantes en el flujo y el posible desarrollo de transporte de éstos

(Alarcénm et al., 2013).

A pesar de las bajas concentraciones de arsénico en la atmosfera, éste juega un papel

fundamental ya que los elementos traza son capaces de ser transportados a zonas de largas
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distancia. El arsénico entra en la atmdsfera por procesos de erosion, emisiones volcénicas,
emisiones en incendios forestales y otros procesos y retorna a la corteza terrestre por

procesos de deposicion seca y deposicion himeda (Alarcon et al., 2013).

2.1.2.2. Origen antropogénico. Las principales actividades humanas fuentes
de As son la mineria, la siderurgia, la agricultura, la silvicultura, las plantas de tratamiento
de combustibles fésiles, los desechos urbanos y la ganaderia. Los residuos urbanos, que son
usados ocasionalmente como acondicionamiento organico de suelos, pueden contener
arsénico en cantidades variables. A su vez, los combustibles fésiles contienen también
concentraciones de arsénico que pueden provocar en tiempos prolongados un
enriquecimiento en la zona afectada por los gases originados en la combustién. Todo ello
provoca una liberacién del elemento al ambiente y puede contaminas estos suelos en As. Por
ultimo, numerosos plaguicidas, fungicidas y biocidas utilizados para controlar enfermedades

en cultivos agricolas y forestales contenian arsénico en su formula (Moreno, 2010).

2.1.3. Usos del arsénico
El uso méas amplio del arsénico comercial e industrial es como agente de aleacién en
baterias para automdviles, en la fabricacion de transistores, ldseres, semiconductores y

diodos que emiten luz, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2003).

Los agricultores usaron compuestos inorgénicos de arsénico como el arseniato de
calcio, el arseniato de plomo, el arseniato de sodio y muchos otros se utilizaron como
insecticidas / pesticidas principalmente en cosechas de algodon y huertos frutales.,

actualmente estdn prohibidos debido a la mayor comprension de la toxicidad del arsénico y
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a la conciencia sobre la seguridad alimentaria y la contaminacién ambiental (Bhattacharya

et al., 2007).

Actualmente compuestos orgénicos de arsénico, como, dcido cacodilico, arseniato
de metilo bisédico (DSMA) y arseniato de metilo monosédico (MSMA), atlin se usan como
plaguicidas, principalmente en algodén. Algunos compuestos organicos de arsénico se usan

como suplementos en alimentos para animales. (ATSDR, 2007).

Casi el 90% del arsénico que se producia, era usado como preservante para madera,
para que esta no se deteriore o se pudra, eran los preparativos solubles en agua, como el
arseniato de cobre cromado (CCA) y otros productos quimicos a base de As. Estos han
provocado una contaminacién generalizada de metales en los suelos alrededor de las

instalaciones de conservacion de la madera (Bhattacharya et al., 2007).

2.1.4. Especies de arsénico

2.14.1. Especies inorganicas. La especie de arsénico comiin en el ambiente,
es la forma inorgénica predominando los estados de oxidacién de As™y As*™, dependiendo
de factores fisicos, quimicos y biolégicos, en este ultimo factor, los microorganismos juegan
un papel fundamental, ya que muchas bacterias son capaces de transformar As**a As*y
viceversa, como un mecanismo de defensa de algunas especies bacterianas (Rangel et al.,
2015). El potencial redox (Eh) y el pH son controles importantes en el estado de oxidacion
del As y su movilidad (Figura 1). En aguas naturales el As se encuentra, en general, como

especie disuelta, formando oxianiones (Litter et al., 2009).
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El As* se encuentra como arsenito (H3AsO3) y sus correspondientes productos de
disociacion (HsAsOs*, H2AsO>, HAsOs2 y AsOs™), los cuales, en condiciones oxidantes,
son dominantes a pH alcalinos. Sin embargo, la forma sin carga del As*® [As (OH)3] es
dominante en ambientes reducidos y andxicos, siendo asi el mds téxico y dificil de eliminar
(Figura 2). Por su parte el As* estd presente en la forma arseniato (H3AsOi) y sus
correspondientes productos de disociacion (H2AsO™, HAsO4 y AsO4), siendo dominante
bajo condiciones oxidantes a pH dcidos en ambientes acuosos y aerdbicos (Figura 3) (Rangel

et al., 2015).

Figura 2

Diagrama Eh-pH de especies acuosas de arsénico en el sistema As-Oz-H>0
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Nota. Tomado de Litter et al., 2009.
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Figura 3 Figura 4
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2.1.4.2. Especies Organicas. Los compuestos organicos arsenicales

contienen arsénico en forma trivalente o pentavalente unido a un dtomo por medio de
uniones covalentes. Estas especies estdn ampliamente distribuidas en la atmdsfera, sistemas
acudticos, suelo, sedimentos y tejidos bioldgicos (Peregrino, 2016). Las reacciones de
metilaciéon medidas bioldgicamente que ocurren en organismos terrestres y marinos
convierten el arsenito y el arseniato en compuestos metilados de toxicidad moderada como
el dcido monometilarsénico (MMA ®¥) o 4cido monometilarsénico (MMAA, CH3AsO
(OH)»)), el dimetilarseniato [DMA®™] o 4cido dimetilarsinico [DAMA, (CH3)>AsO(OH)],
el 6xido de trimetilarsina (TMAOQ) y el ion tetrametilarsonio (TMA™). Estos compuestos son
precursores de formas orgdnicas mds complejas y practicamente no toxicas, como los
arsenolipidos, la (AsB), la arsenocolina (AsC) y los arsenoaztcares (Litter et al., 2009). En
los organismos marinos, el arsenoazicar mdas reportado es la arsenobetaina. Las

arsenoazucares son normalmente encontradas en algas marinas, incluidas las especies de
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consumo humano (Peregrino, 2016). La férmula molecular de algunos de los compuestos

organicos de arsénico se describe en la tablal:

Tabla 1

Compuestos de arsénico orgadnico de interés medioambiental

Especie organica de arsénico Férmula quimica
Metilarsina CHsAsH>
Dimetilarsina (CHs)2:AsH
Trimetilarsina (CHs3)3As

Acido monometilarsénico (MMAY) CH3AsO(OH);
Acido monometilarsenioso (MMA™ CH3As(OH):

Acido dimetilarsénico (DMA") (CH3)2AsO(OH)
Acido dimetilarsenioso (DMA™) (CH3)2AsOH

Oxido trimetil arsénico (TMAO) (CH3)3As0O
Arsenobetaina (AsB) (CH3)3As*CH,COO
Arsenocolina (AsC) (CH3) As*CH,CH,OH

Nota. Tomado de Peregrino, 2016.

2.1.5. Toxicidad del arsénico

La toxicidad del arsénico depende de su estado de oxidacion, estructura quimica del
compuesto, la solubilidad en el medio bioldgico, el estado fisico, el tamafio de las particulas,
la tasa de eliminacion la tasa de absorcion en las células y el estado preexistente en el
paciente (Chavez, 2009). La arsina es el compuesto mas téxico, letal con una dosis directa
de 250 ppm, sigue el arsénico trivalente, cuya dosis letal es inferior a 5 mg/Kg de peso
corporal y el arsénico pentavalente, letal con una dosis de entre 5-50 mg/Kg de peso
corporal. Para compuestos orgdnicos se considera de 0,1-0,5 g/kg de peso corporal

(Direccién General de Salud de las Personas, 2011).
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El arsénico estd en el ambiente en formas inorgénicas y orgdnicas, siendo las formas
inorgdnicas las mds toxicas, las mds frecuentes son el Arseniato (As™, H3AsOs) y el
Arsenito (As*?, H3AsO3), siendo la toxicidad del arsenito es 10 veces superior a la del
arseniato. Las formas orgénicas, son productos finales del metabolismo de seres vivos, a
éstas se les considera poco téxicos o no téxicos, aunque se debe resaltar dos en particular
que poseen una alta toxicidad para el ser humano: el &cido monometilarsenioso y el dcido

dimetilarsinico (Saborio y Higaldo, 2015).

La escala de toxicidad del arsénico decrece en el siguiente orden: Arsina (H3As) >
As* inorgdnico (arsenito) > As*? orgdnico > As™ inorgénico (arseniato) > As*> orgdnico >
compuestos arsenicales y arsénico elemental (Pamila, 2019). La Arsenobetaina y la
Arsenocolina se consideran practicamente no toxicas (B'Hymer y Caruso, 2004) , mientras

que se plantean dudas sobre la inocuidad de los arsenoaziicares (Feldmann y Krupp, 2011).

El As™ a un pH neutro entra en las células por proteinas de transporte de glicerol
(acuagliceroporinas) y se une a los grupos sulthidrilo de los residuos de cisteina en las
proteinas, lo que las inactiva y lo hace altamente toxico, a su vez altera el equilibrio
hormonal del organismo uniéndose a receptores hormonarles e interfiriendo con la sefal de
las células. El As* al tener una estructura andloga al fosfato, ingresa a las células a través
del sistema de transporte del fosfato y su toxicidad radica en interferir en los procesos
normales de la fosforilacion oxidativa reemplazar al fosfato (Krumova et al., 2008; Santini

y Vanden, 2004).

En la sangre el arseniato absorbido es reducido a arsenito, considerada la forma mds

téxica del arsénico, ésta especie sufre metilacion primaria en el higado formando el dcido
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monometilarsénico (MMA) y dimetilarsénico (DMA), siendo estos metabolitos orginicos
excretados con més rapidez que los arsénicos inorgdnicos, esta metilacion parece reducir sus
efectos toxicos agudos en muchos casos, durante mucho tiempo se consideré a este
mecanismo de biotransformacién como un mecanismo de eliminacién, pero hay estudios
con respecto a sus efectos cronicos, que sefialan que las formas metiladas (MMA y DMA)
también pueden ser mds toxicas que el arsénico inorgdnico (Nava y Méndez, 2011;

Abernathy et al., 1999).

2.1.6. Mecanismo bioquimico de accion del arsénico

Una reaccién importante es la formacion de enlaces covalentes del arsénico con el
atomo de azufre, esto limita a que el arsénico inorgdnico ingrese a las reacciones
bioquimicas solo en presencia de agua; y de esta manera sus compuestos sélidos no podran
actuaren el organismo hasta no ser reducidos. El arsenito ingresa al sistema piruvato-oxidasa
ligandose a los grupos sulfhidrilo de la proteina, resultando un complejo anular muy estable.
El mecanismo de accion del arseniato compite con el fosfato inorganico en las reacciones
de fosforilacion, produciendo ésteres inestables, desacoplando la fosforilacién oxidativa
compitiendo con el fésforo en uno de los pasos de conservacion de energia de la reaccion

(Ramirez, 2013).

2.1.7. Biotransformacion del arsénico

La biotransformacion del arsénico y su capacidad de metilacion varia y depende de
su forma quimica, de la dosis, del tiempo de exposicion, de una dieta rica en metionina y
proteinas y de la especie expuesta. Se conoce hasta el momento que el metabolismo ocurre
en el higado con intervencién de procesos secuenciales de metilacion oxidativa. Asi, la

biotransformacion del arsenito requiere de un primer paso de metilacion para obtener dcido
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monometilarsénico, MMA, y luego en una segunda metilacién se alcanza el &cido
dimetilarsinico, DMA. La S-adenosinmetionina actuaria como donador de los grupos metilo
y el glutation, un tripéptido no proteinico, como principal agente reductor y detoxificador al

donar electrones y transportar al arsénico (Ramirez, 2013).

Figura §

Biotransformacion del arsénico inorgdnico. GHS* = Glutation Sulfhidrilotiol.
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Nota. Tomado de Ramirez, 2013
2.1.8. Procesos del arsénico dentro del organismo
2.1.8.1. Absorcion. La inhalacién es la via mas importante del arsénico y sus

compuestos, Por esta via su absorcidn estd condicionada por el tamafio de las particulas, por
su solubilidad y por la forma quimica del compuesto. En el pulmoén, las particulas menores

de 7um se absorben entre 75 y 85%. La absorcion por la via digestiva de arsenito y arseniato,
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disueltos en agua, llega a 95% y por la piel hay buena absorcién de arsenicales hiimedos,

mientras los arsenicales secos solo se absorben un 2% (Ramirez, 2013).

2.1.8.2. Distribucion. Después de la absorcion del arsénico llega a la sangre
y se une a las globulinas, dentro de las primeras 24 horas de su distribucion llega a diferentes
organos, entre ellos, al higado, pulmén, rifién y bazo, donde se acumula al unirse a los grupos
sulfhidrilo de las proteinas. En el tejido 6seo compite con el fésforo, lo desplaza y puede
permanecer alli durante afos. Una pequeiia cantidad atraviesa las barreras hematoencefélica
y placentaria. En las siguiente 30 horas, se acumula en cabello y ufias. En secciones de
cabello los niveles de arsénico acumulados indican el tiempo transcurrido desde el inicio de

la exposicion a este metal (Ramirez, 2013).

2.1.8.3. Excrecion. La vida media del arsénico inorganico es de 6 horas, para
el MMA es 7,4 horas y para el DMA es 5,6 horas. Los porcentajes de excrecion renal son
para el DMA de 50 a 70%, para el MMA de 15 a 20% y alrededor del 20% se excreta sin

metilar (Ramirez, 2013).

2.1.9. Biomarcadores de exposicion de arsénico

Son tres los biomarcadores mas utilizados para identificar o cuantificar la exposicion
al arsénico. La determinacion de arsénico total en cabello o ufias, determinacion de arsénico
en sangre y determinacién de metabolitos totales o especiales del arsénico en orina (Morgan,

2001).

2.1.9.1. Arsénico en cabello y uiias. Es el mejor indicador para exposiciones

pasadas de arsénico, ya que éste se acumula en los tejidos ricos en queratina. Tienen la



24

ventaja de ser muestreados de manera f4cil y no invasiva, pero pueden sufrir problemas de
contaminacion externa dandonos resultados erréneos (Sudrez et al., 2004). Para distinguir
entre el envenenamiento agudo y crénico, y a la vez estimar el tiempo trascurrido desde un
incidente de envenenamiento, se puede realizar a través de la distribucion de arsénico a lo
largo de un cabello, debido a que se conoce la tasa de crecimiento relativo (alrededor de 1
cm por mes) (Koons y Peters, 1994). Una investigacion se encontré una correlacion

significativa entre las concentraciones de Arsenio en las ufias y cabello (Lin et al., 1998).

2.1.9.2. Arsénico en sangre. La determinacion de arsénico en sangre solo se
usa como un indicador de exposicion aguda reciente, solo es itil a los pocos dias debido a
la poca vida media que tiene el arsénico en sangre (Sudrez et al., 2004). Estudios demuestran
que el arsénico en la sangre no se correlaciona con exposicion al arsénico en agua de bebida,

especialmente en niveles bajos (Morgan, 2001).

2.1.9.3. Arsénico en orina. La determinacion de As total en orina es el mejor
indicador como biomarcador de exposicion, ya que indica la exposicién reciente (de hace
pocos dias) a la forma orgénica e inorganica de arsénico. Generalmente se reportan como
microgramos de arsénico por gramo de creatinina (ug As/g creatinina) esto para ajustar la
concentracion o dilucién de la orina por una variacion en la ingesta de liquidos (Pérez, 2013).
En Pert, para la evaluacion de arsénico a poblacion expuesta de manera no ocupacional, la
Direccion General de Salud de las Personas del Ministerio de Salud (DGSP, 2011) ha

establecido un Limite de Tolerancia Biologica (LTB) de 20 pg As/g creatinina.
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2.1.10. Efectos en la salud humana

Con la exposicion ambiental de arsénico, millones de personas en todo el mundo son
afectadas por este importante problema ambiental y de salud publica de exposicién al
arsénico (Vasquez, y otros, 2013), segtin la IARC (Agencia Internacional para Investigacion
del Cancer), califica al arsénico como un compuesto extremadamente venenoso y en el
Grupo 1, con evidencia suficientemente comprobada causante de cidncer en humanos (Van

et al., 2009).

La exposicion humana al arsénico puede ocurrir por tres medios principales:
inhalacién de aire, por ingestién de alimentos y agua, y por absorcién dérmica. Los
alimentos y agua son la principal forma de exposicién no ocupacional al arsénico (Medina-

Pizzali et al., 2018).

La exposicion a altos niveles de arsénico (As) puede causar problemas en humanos,
desde sintomas gastrointestinales hasta arsenicosis (Kapaj et al., 2006), enfermedad crénica
que resulta de la ingesta de agua potable con altos niveles de As durante un largo periodo de

tiempo (Camacho et al., 2011).

La intoxicacion por arsénico puede ocurrir en dos formas: intoxicacion aguda, la cual
es consecuencia de la absorcién de alto contenido de arsénico en un tiempo corto; los
primeros sintomas son: vomito profuso, diarrea, cdlicos, salivacién excesiva, fiebre,
alteraciones en el sistema cardiovascular y sistema nervioso central. Por otro lado, la
intoxicacion crénica, resultado de la absorcién de pequefias cantidades de arsénico en un
tiempo prolongado (DGSP, 2011), el resultado en los dos casos puede ser letal (Pamila,

2019).
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La exposicién cronica al arsénico aumenta los riesgos para la salud que van desde
varias enfermedades cancerosas y no cancerosas; la conjuntivitis, lesiones cutdneas,
canceres internos a diabetes y enfermedades cardiovasculares, efectos reproductivos y

neurolégicos (Van et al., 2009; Vasquez et al., 2013).

2.1.11. Validacion

Segtn la Organizacién Internacional de Normalizacién 9000, traducido del inglés
International Organization for Standardization 9000 (ISO 9000:2015), es la confirmacion, a
través de la aportacion de evidencia objetiva, de que se han cumplido los requisitos para un
uso o aplicacion especifico previsto. Validar un método es principalmente un proceso para
establecer un requerimiento analitico, y la comprobacién que cuenta con competencia

consistentes con las aplicaciones requeridas (EURACHEM, 2016).

2.1.12. Tipos de validacion.

2.1.12.1. Validacion Prospectiva. Se aplica cuando la verificacion del
cumplimiento de las condiciones establecidas a un método analitico o proceso, se efectiian
antes de la comercializacién del producto. Es usado en laboratorios de investigacion y
desarrollo, se realiza acorde a un protocolo planificado y comprende el estudio de todos los
criterios necesarios para evidenciar el buen funcionamiento del método (Palomino Cruz,

2017).

2.1.12.2. Validacion Retrospectiva. Se aplica cuando la capacidad del método

analitico o proceso se fundamenta en la garantia constatada a través de datos analiticos del
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producto ya comercializado. Este tipo de validacion se realiza a métodos no validados

previamente y de los que se tiene un historial amplio de resultados (Palomino Cruz, 2017).

2.1.12.3. Revalidaciéon. Un cambio en el método analitico o proceso puede
afectar la capacidad establecida por la validacién, lo cual exige una nueva validacién o
revalidacion de dicho método analitico o proceso. Entre los cambios considerados
importantes tenemos, los cambios en las especificaciones, en la matriz del producto, en el

método analitico (Palomino Cruz, 2017).

2.1.13. Validacion de ensayos fisicoquimicos.

La validacién da al laboratorio y sus empleados una mayor confianza, seguridad en
el método analitico o proceso y en la calidad de sus resultados (EURACHEM, 2016).
Permite un conocimiento del método, asi como sus caracteristicas de funcionamiento, lo
cual se traduce en disminucién de nimero de fallas y repeticiones, teniendo un control de
los puntos criticos del ensayo y asi prevenir y evitar resultados erréneos que afecten la

calidad el analisis (Palomino Cruz, 2017).

Los ensayos deben ser validados cuando son ensayos no normalizados, existen
ensayos propios que se disefian o desarrollan, ensayos normalizados fuera del alcance
previsto, asi como ampliaciones y/o modificaciones. Cuando se realizan cambios a un
ensayo validado, se debe determinar la influencia que causan esos cambios, y cuanto afecten

la validacion inicial, para ello se realiza una nueva validacion del ensayo (ISO 17025:2017).
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2.1.14. Pardametros de validacion de métodos analiticos
Las caracteristicas de desempefio del método analitico se expresan en funcién de los

siguientes pardmetros analiticos:

2.1.14.1. Linealidad. Es la relacién entre la concentracién de analito y
respuesta del método. Esta relacién, denominada cominmente curva patrén o curva de
calibracion. Define la capacidad del método para obtener los resultados de la prueba

proporcionales a la concentracion del analito (EURACHEM, 2016).

2.1.14.2. Sensibilidad analitica. Es el cambio en la respuesta de un

instrumento de medida dividido por el cambio correspondiente en el estimulo (ICH, 2006).

2.1.14.3. Veracidad. Grado de concordancia existente entre el valor medio
obtenido de una gran serie de resultados y un valor aceptado como referencia (ISO 5725-

1:1994).

2.1.14.4. Precision. Grado de coincidencia existente entre los resultados

independientes de un ensayo, obtenidos en condiciones estipuladas (ISO 5725-1:1994).

A. Repetibilidad. Estudia la variabilidad de los resultados cuando la medicién
se lleva a cabo por un solo analista utilizando el mismo equipo en un corto plazo de

tiempo (EURACHEM, 2016).

2.1.14.5. Exactitud. Expresa la proximidad de un tnico resultado a un valor de

referencia. La validacion de métodos trata de investigar la exactitud de los resultados
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evaluando los efectos sistemadticos y aleatorios sobre resultados individuales. Por lo tanto,
normalmente la exactitud se estudia como dos componentes: ‘veracidad’ y ‘precision’

(EURACHEM, 2016).

2.1.14.6. Limite deteccion del método (LDM). Es la menor cantidad de un
analito en una muestra la cual puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada con

un valor exacto (EURACHEM, 2016).

2.1.14.7. Limite de cuantificacion del método (LCM). Es la concentracion

minima que puede determinarse con un nivel aceptable de exactitud (EURACHEM, 2016).

2.1.14.8. Rango de trabajo.
Es el intervalo entre la mds alta y més baja concentracién del analito de la muestra,
para la cual se ha demostrado que el método analitico tiene un nivel apropiado de precision,

veracidad y linealidad (ICH, 2006).

2.1.14.9. Robustez.
Medida de la capacidad de un procedimiento analitico para permanecer no afectado
por pequeias variaciones premeditadas de los pardmetros del método. La robustez

proporciona una indicacion de la fiabilidad del método durante su uso normal

(EURACHEM, 2016).
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2.1.15. Fundamento del ensayo determinacion de especies inorgdnicas de arsénico con
resina de intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de

absorcion atomica.

El ensayo separa las especies inorganicas de arsénico con una resina de intercambio
anionico, las muestras son filtradas, acidificadas y pasadas a través de la resina previamente
convertida a forma acetato. El arseniato (As*™) es retenido en la resina y el arsenito (As*)
es eluido pasando una concentracién de HCI a través de la columna, las muestras son
colectadas en porciones y cada porcion es analizada por generacién de hidruros- absorcion

atémica (Chavez, 2009).

El principio de esta técnica es el intercambio i6nico de los grupos acetato por los
grupos arseniato (AsO47>), el intercambio se lleva a cabo por la especie arseniato que se
encuentra cargado con iones arseniato (AsO4™), mientras que el arsenito se mantiene neutro
como acido arsenioso (H3AsO3), pasa a través de la resina sin sufrir retencion, y finalmente

el arsénico retenido se eluye con a un 4cido fuerte (Chavez, 2009).

Finalmente se aplica la determinacion de arsénico por conversion de sus hidruros y
el transporte hacia la absorcion atomica. Esta determinacion de arsénico por absorcion

atémica requiere que todos los compuestos de arsénico inorgdnico estén en estado As*.

La pre-reduccion con solucién de acido ascorbico y yoduro de potasio genera el
4cido arsenioso, que posee un estado de oxidacion de As*>, éste es convertido de forma
répida el borohidruro de sodio de solucién dcida a sus hidruros volétiles (APHA-AWWA-

WEF, 2017). Un gas inerte (argén o nitrégeno) purgan los hidruros de manera continua hacia
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una celda de cuarzo previamente calentada eléctricamente o por la flama del

espectrofotometro de absorcion atémica, y convirtiendo los 4tomos a fase gaseosa.

El borohidruro de sodio (agente reductor) genera ripidamente los hidruros
elementales en una apropiada celda de reaccion, reduce al minimo las diluciones del hidruro
por el gas portador y proporciona determinaciones rdpidas y sensibles de arsénico. A
temperatura ambiente y la solucién con valor de pH 1 o menor, el estado de oxidacion de
As™), se reduce lentamente por el borohidruro de sodio a As*, que instantineamente se

convierte a arsina.

Figura 6

Diagrama esquemdtico del generador de hidruros.
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2.1.16. Fundamento del ensayo determinacion de especies inorgdnicas de arsénico con

cromatografia ionica

La cromatografia idnica se fundamenta en la diferencia de afinidades de los iones
por la fase movil y la fase estacionaria del sistema cromatografico (Rivera, 2007). De
diversos esquemas usados de separacion y deteccion, el mds usado es la separacion de

intercambio i6énico combinado con deteccién conductimétrica (Diaz, 2018).

Un intercambiador i6nico de baja capacidad separa los componentes de la muestra y
se detectan directamente por conductimetria, empleando una fase moévil de baja
conductividad electrolitica y con conductancia i6nica que difiere significativamente de la de
los iones de la muestra, permitiendo la detecciéon de los iones de analito que aumentan
selectivamente con supresion electronica de la sefial de la conductividad de la fase mévil

(Diaz, 2018).

La conductividad de la solucién es proporcional a la concentracién idnica, esto
permite identificar cada anion en base a su tiempo de retencion y cuantificarlo relacionando
el area del pico de la muestra con el drea del pico de un estdndar. La temperatura afecta
directamente la conductividad de una solucién, debido a esto, los cambios de temperatura
ejercen una oscilacion regular en la linea base, afectando la reproducibilidad y la linealidad
de la determinacion. Los efectos de las variaciones en la temperatura son reducidos por la

supresion de la conductividad eléctrica (Rivera, 2007).
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Con el Cromatégrafo de Iones Dionex ICS-2100 y la Columna IonPac AS18 de 4mm
se puede separar, detectar, identificar y cuantificar las especies de arseniato As (V) presentes

en soluciones acuosas con un tiempo de retencion de 18.3 minutos.

Figura 7

Diagrama esquemditico del cromatégrafo ionico.
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III. METODOS

3.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion tiene un disefio experimental, es aplicada, con enfoque

cuantitativo.

3.2. Ambito temporal y espacial

La investigacion se inici6 en el afio 2020 hasta inicios del afo 2021.

3.3. Variables

3.3.1. Variables Independientes

e Concentracion de arsénico total en solucién acuosa.
e Concentracion de especies de arsénico en solucion acuosa.
e Resultados de los pardmetros de validacion estadisticos (Linealidad, Sensibilidad,

Veracidad, Precision, Limite de deteccion y Limite de cuantificacion.)

3.3.2. Variables dependientes

e Criterios de evaluacion de los ensayos: Tiempo de anélisis.
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3.4. Poblacion y muestra

e Poblacion: Agua tipo II (agua desionizada) fortificada con especies de arsénico

inorgénico.

e Muestra: Agua tipo II (agua desionizada) fortificada con especies de arsénico

inorgdnico; arsenito (As*?) y arseniato (As™).

3.5. Instrumentos

3.5.1. Reactivos

e Agua desionizada y ultrapura

e Acido clorhidrico concentrado (37%)
e Yoduro de potasio

e Acido ascérbico

e Borohidruro de Sodio

e Hidréxido de sodio

e Acido acético

e Resina de intercambio iénico (Dowex Marathon A, Chloride form)

3.5.2. Materiales

e Bureta de 25 ml

e Tubos cénicos de 15ml y 50ml



3.5.3.

3.5.4.

Matraz aforado de clase A de 50, 100, 500 y 1000ml
Micropipeta de 5 - 50 uLL

Micropipeta de 100 - 1000 pl

Micropipeta de 0,5ml — 5,0ml

Filtro de jeringa con membrana de 0.2 um

Equipos

Espectrofotémetro de absorcién atémica (EAA), modelo Analyst 400
Sistema de inyeccion de Flujo, modelo FIAS 100

Balanza analitica

Campana extractora de vapores acidos

Cromatdgrafo I6nico Dionex ICS-2100

Columna IonPac AS18 de 4mm

Guarda columna IonPac AG18 de 4mm

Estandares de referencia
Arsénico, solucién patrén, Lote: HC02068273
Estandar de arsénico ICP, Lote: HC98238703

Estandar de arsénico +3, Lote: P2-AS3680325

36
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3.6. Procedimientos

3.6.1. Ensayo determinacion de especies inorgdnicas de arsénico con resina de
intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica.

3.6.1.1. Preparacion de la columna. Se utiliza una columna de vidrio (10cm
x 7mm) para las separaciones, se empaqueta 2,3g aproximadamente de resina anidnica. La
resina se empaqueta en forma cloruro y requiere conversion a forma acetato. Se pasa 3ml de
NaOH 1M a través de la resina, seguido por 15ml de agua desionizada, luego Sml de acido
acético IM. Se enjuaga la resina con 10ml de agua desionizada y se agrega una cantidad de

agua para mantener la resina himeda.

3.6.1.2. Preparacion de la muestra. Para la preparacién del estindar de
trabajo, se toman 50ml de estdndar y fueron filtradas a través de una membrana de 0.45 um
y luego acidificadas con 0.5ml de acido clorhidrico concentrado. Sml de muestra acidificada
se pasan a través de la resina en la columna anidnica de forma acetato, seguido por 20ml de
0.12M de 4cido clorhidrico como eluyente, agregado en 4 porciones separadas de Sml. Las
fracciones sucesivas de 5ml (una de la muestra, y cuatro del eluyente) fueron colectadas en
tubos. El As (+3) de la muestra estd en las dos primeras fracciones y el As (+5) en las tres

altimas.

3.6.1.3. Pre-reduccion del arsénico. Se colocan las muestras (5ml) en tubos
conicos de 15ml. Se agrega a cada tubo 1ml de la solucién de pre-reduccién (Solucion de

acido ascorbico 5% y loduro de potasio 5%) y 1ml de acido clorhidrico concentrado. Dejar
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en reposo las muestras durante 45 a 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente agregar
enrazar el tubo a 10ml con agua desionizada, agitar y analizarlas por generacién de hidruros

(GH) acoplada a la espectrometria de absorcion atémica (EAA).

3.6.14. Lectura de las muestras en el sistema. Colocar los estandares de

calibracion, las muestras y los controles. Las condiciones del sistema son las siguientes:

Temperatura de la celda :900°C

Flujo de gas de arrastre (argén) : 70 ml/min — 100 ml/min
Flujo de 1a solucion de HC1 10% : 9 ml/min — 11 ml/min
Flujo de la solucién reductora NaBH4/NaOH : 4 ml/min — 7 ml/min

La lampara debe estar encendida unos 60 minutos antes para que se caliente y se estabilice.

La verificacion instrumental se realiza con un estdndar de 10ug/L.

3.6.1.5. Calculos. Para los resultados del ensayo el arsénico es expresado en

microgramos por litro (ug/L). Se determina utilizando la siguiente férmula matematica:

B
As(ug/L) = A X

Donde:
A: Cantidad de arsénico obtenida en la lectura del equipo de AA (ug/L)
B: Volumen final de enrase, en ml

C: Volumen de muestra tomada, en ml
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3.6.1.6. Flujograma del ensayo determinacion de especies inorganicas de
arsénico con resina de intercambio iénico acoplado a generacion de hidruros-

espectrometria de absorcion atéomica.

Preparacion de la columna

!

Preparacién de la muestra

Separacién de la muestra

Pre-reduccion del arsénico en las
muestras

!

Lectura de las muestras en el
SISTEMA GH-EAA

3.6.2. Ensayo determinacion de especies inorgdnicas de arsénico con cromatografia

ionica.

3.6.2.1. Verificacion del equipo y tiempos de retencion. Para la verificacion
del equipo se coloca en el compartimiento del automuestreador un vial con agua desionizada,
este es inyectado para verificar que el sistema no este contaminado. Para la verificacién del
tiempo de retencion del anidn, se coloca un vial con solucién estdndar de una concentracién

de 500p/L.
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3.6.2.2. Preparacion de las muestras. Los estandares de trabajo liquidas son
filtrados a través de un filtro de jeringa con membrana de 0.2um, el volumen minimo
requerido es de Sml. Son colocadas e identificadas dentro del compartimiento del
automuestreador. Se utiliza la conductividad eléctrica de las muestras para verificar que se

encuentren dentro del rango de trabajo, si fuese necesario las muestras se diluyen para que

las columnas de separacion evitan cargarse excesivamente.

3.6.2.3. Preparacion del equipo y corrida de muestras. Se trabaja con las

condiciones cromatogréficas de la Tabla 2.

Tabla 2

Condiciones cromatogrdficas.

Sistema DIONEX ICS-2100

Volumen de inyeccion

20 uL de muestra

Columna Separador AS18 de 4mm y protector AG18 de 4mm
Temperatura de 30°C
Columna
Concentrador UTAC-LPI
Gradiente de KOH
Eluyente

23mM mantener hasta final, 23 min.

Fuente de eluyente

EluGen® II KOH cartucho en EGC-1

Velocidad de flujo de 1.0 mL / min
eluyente
.. Conductividad suprimida (temperatura de celda de
Deteccion .
35°C)
Supresor ASRS® 300, 4 mm; operado a 57 mA

Agua electrolitica
Purificador

20A de la potencia auxiliar ICS-2100
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3.6.24. Calculos. El Cromatégrafo I6nico DIONEX ICS-2100, construye la
curva de calibracion y reporta directamente el resultado de arseniato en microgramos por
litro (ug/L) presentes en la muestra. Si fuese necesario se multiplica por el factor de dilucién
de la muestra. Se muestran grificas de resultados de los cromatogramas obtenidos del

software Chromeleon en los anexos A, B, C, D y E.

3.6.2.5. Flujograma del ensayo determinacion de especies inorganicas de

arsénico con cromatografia ionica.

Verificacién del equipo

Verificacién de tiempos de
retencion

Preparacion de la muestra

!

Preparacion del equipo y corrida
de muestras

!

Lectura de las muestras en el
Cromatografo idnico

3.6.3. Aplicacion exploratoria de ensayo determinacion de especies inorgdnicas de

arsénico en agua de uso y consumo humano.

El Instituto Geoldgico Minero y Metaltrgico (Chira et al., 2011) publica el boletin

“Geoquimica Ambiental de la Cuenca del Rio Pisco” el cual describe que la contaminacion
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por arsénico en las Cuencas alta, media y baja de la Cuenca del Rio Pisco exceden el valor

referencial (0.010 mg/L) para consumo humano.

La aplicacion exploratoria del ensayo determinacion de especies inorgdnicas de
arsénico se realiz6 en el reservorio de agua destinado para uso y consumo humano del Centro
Poblado Montesierpe ubicado en el distrito de Humay, Provincia de Pisco, en la regién de

Ica.

La muestra se recogié en unas botellas de pléstico limpias para realizar el anélisis de
arsénico total y el andlisis de especies de arsénico inorgdnico. Para el andlisis de arsénico
total; las muestras al ser incoloras y transparentes, con una turbidez de <1 NTU, sin olor y
de fase unica se analiza directamente por generacion de hidruros (GH) acoplado a
espectrometria de absorcion atomica (EAA) sin digestion. Y posteriormente, para el anélisis

de especies de arsénico inorganico el procedimiento mediante resina de intercambio iénico.

3.7. Anadlisis de datos - Desarrollo de los parametros de validacion

3.7.1. Linealidad.

Se prepararon 5 estandares de calibracion para los dos diferentes ensayos; para el
ensayo de determinacidon de especies inorgdnicas de arsénico con resina de intercambio
i6nico el rango de 0.001 a 0.020 mg/L, y para el ensayo de determinacién de especies
inorgénicas de arsénico con cromatografia i6nica el rango de 0.001 a 0.020 mg/L, en ambos
casos se usa el estdndar de arsénico total. Se preparé la curva de calibracion por tres dias, y

se midio; en la tabla 3 y tabla 14 se muestran las relaciones de las absorbancias con la
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concentracion del estdndar para la determinacion de especies inorgdnicas de arsénico:

ensayo con resina de intercambio i6nico y ensayo por cromatografia i6nica.

Demostramos que haya correlacion entre la respuesta del equipo (y) y la
concentracion (x) con el coeficiente de correlacion r(x,y) = 0.90, la relacién lineal con el
andlisis de varianza de la regresion; donde p < 0.05 y los residuos de la regresion libre de

tendencia, es decir que tengan distribucion normal.

3.7.2. Sensibilidad analitica.
La sensibilidad es cuantificada mediante el coeficiente de sensibilidad que es
determinado de la siguiente manera:

ORespuesta  dy

Sensibilidad = =
ensibrica dConcentracion  0x
d
o =K, K = cte.
0x

[ay= ks

y=Ky+Kxey=a+bx
~K=Db

Siendo el coeficiente de sensibilidad la pendiente de la recta de calibracion (b).

3.7.3. Veracidad.
Se trabajo con estandares de referencia (Anexo F y G), con certificado de calidad
que indica el valor nominal de la solucion estandar, se realizan 10 corridas del punto a

evaluar.
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e La comparacion del valor de referencia (MRC) con el valor de tendencia central; si los
datos tienen distribucién normal se compara el promedio de las muestras y se usa la
Prueba T-Student y si los datos tienen distribucién no normal, se compara la mediana de

las muestras y se usa la Prueba de Wilcoxon.

e Indice Z (z Score): Se valida el desempefio del laboratorio con el valor de referencia

(MRC).

7 — ‘(Xlab - Xv)
S

Donde:
Xiap  : Valor medio obtenido de las lecturas
Xy : Valor verdadero

S : Desviacion estandar de las lecturas

La evaluacion se puede realizar de acuerdo con la siguiente escala de puntuacion:
|Z| < 2 = Satisfactorio
2 < |Z| < 3 = Cuestionable

|Z| > 3 = Insatisfactorio

3.7.4. Precision

3.7.4.1. Repetibilidad. Para la repetibilidad se evalu6 la desviacion estdndar
relativa experimental vs la desviacion estandar relativa tedrica. Se trabajé una concentracion
conocida, donde se analiz6 10 veces en 3 dias diferentes. Se calcul6 la desviacion estandar

relativa experimental (RSDexp.) para el nivel de concentracion. El RSDexp. se calcul6 con el
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cociente de la desviacién estandar (s) entre el promedio (X), multiplicado por 100, como la

siguiente férmula:
S
RSDexp. = i X 100

La desviacion estdndar relativa tedrica, se calcul6 a partir del RSDHorwitz, con la siguiente
féormula:
_ _ »1-0.5log(concentracién
RSDte()rica - RSDHorwitz =2 &( )

Y es preciso si:

2
RSDexperimental S (5) X RSDl—lorwitz

Y finalmente para la prueba estadistica se calculé la Desviacion Estandar teérica (St), a

partir del RSDHorwitz, multiplicando la concentracién y dividido entre 100;

S, — RSDHorwitz xC
T 100

Si los datos tienen distribucion normal, la prueba a usar es Chi-cuadrado, si los datos tienen

distribucién no normal se usa la Prueba de Bonett, donde p > 0.05.

3.7.5. Limite de deteccion del método (LDM).

Se prepararon 7 muestras de blancos de muestra con una adicién de concentracion
de analito mds baja aceptable (1.0 pg/L) y se analizaron por absorcién atomica con
generacion de hidruros; se estimé el promedio y la desviacion estdndar de los blancos, con
estos datos se determina el limite de control superior de la variacion aleatoria que es el limite
de deteccion del método, con la siguiente ecuacion:

LDM = t(4_1,0) X SMuestras



46

Donde:
LDM : Limite de deteccion del método
tn-1,0) : Valor t-student de tabla, para un nivel de confianza al 99%
SMuestras : Desviacion estdndar de muestras

3.7.6. Limite de cuantificacion del método (LCM).

También denominado limite de determinacién. Se determina multiplicando una
constante con la desviacion estdndar de los valores de las muestras utilizadas en el limite de
deteccion. El minimo valor se analiza 10 veces por absorcion atémica con generacion de
hidruros y se demuestra exactitud (precision y veracidad). El limite de cuantificacién se
calcula de la siguiente manera:

LCM = K X Sg - 55K<10

LCM - [5 X Sg, 10 X Sg]

3.7.7. Rango de trabajo.
Desde el LCM (Limite de cuantificacion del método), hasta la maxima concentracion

donde demuestra veracidad y precision.

3.7.8. Robustez.

Se identificaron las variables que puedan tener un efecto significativo en el desarrollo
del método y se determina el efecto de cada cambio sobre el método a validar. Se utilizan
los criterios estadisticos de la prueba de Youden-Steiner para los resultados obtenidos en el

analisis.
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Se aplic6 este pardmetro de validacion para el ensayo de determinacién de especies
inorgdnicas de arsénico con resina de intercambio i6nico, determinamos las siguientes
variables:

e Acidificacion de la muestra con 4cido clorhidrico concentrado( 0.5 ml / 1 ml)
e Volumen de Yoduro de Potasio (1 ml/ 2.5 ml)
e Volumen de 4cido clorhidrico concentrado (1 ml/ 2.5 ml)

e Reposo de la muestra (45 minutos / 60 minutos)

Los efectos de los factores se calculan de la siguiente manera:

Efectoy, = |A — af Efecto; = |C — |
Efectog = |B — b| Efectop, = |D —d|
Donde:
Ry + R, + Ry +R, Rs+Rg+ R; + Ry
= a =
4 4
g _RitRa+Rs+R , _RatRi+ Ry +R
B 4 B 4
R, +R; + R + R, R, + R, + R¢ + Rg
= c =
4 4
Ry + R, + R, + Rg Ry + R, + Rs + Ry
D= 2 d= 2

Efectoy < 2.24S

La condicién de robustez se determina para cada efecto, si el resultado es menor o
igual a 2.24S, el efecto no es significativo, por lo tanto, el método serd robusto para tal

efecto.
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IV. RESULTADOS

4.1. Respecto a la validacion del ensayo para determinacion de especies de arsénico
inorganico con resina de intercambio ionico acoplado a generaciéon de hidruros-

espectrometria de absorcion atéomica.

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos para cada pardmetro de

validacion.

4.1.1. Linealidad.
Los resultados obtenidos respecto al pardmetro linealidad se detallan en la tabla 3, la
cual presenta los valores obteniendo para las curvas de calibracién correspondientes a las

figuras 8, 9 y 10, el procedimiento del pardmetro linealidad se especificé en el item 3.6.3.1.

Tabla 3
Resultados de concentracion y absorbancia para el parametro linealidad del ensayo con
resina de intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de

absorcion atomica

Concentracion del

Dia estandar de Absorbancia
As (ng/L)

1 0.02842635

2 0.05746630

1 5 0.14051059
10 0.27020156

20 0.50288860

1 0.03066487

2 2 0.06110969

5 0.13805527



10 0.27382867

20 0.49847207

1 0.02822037

2 0.05686019

3 5 0.13987224
10 0.27374489

20 0.51930638

Figura 8

Primera curva de calibracion de As, por generacion de hidruros(GH )-espectrometria de

absorcion atomica(EAA)

0,6

0,5

0,4

0,3

ABSORBANCIAS

0,2

0,1

©)
y = 0,0249x + 0,0105
© R? = 0,9984
10 15 20

CONCENTRACION (pg/L)

Nota. Tomado de Software de hoja de calculo de Microsoft Excel.
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Figura 9
Segunda curva de calibracion de As, por generacion de hidruros(GH )-espectrometria de

absorcion atomica(EAA)

0,6

0,5 ©
0,4

03 © y =0,0246x + 0,0134

R*=0,9978

ABSORBANCIAS

0,2

0,1

0 5 10 15 20 25
CONCENTRACION (ug/L)

Nota. Tomado de Software de hoja de cdlculo de Microsoft Excel.

Figura 10

Tercera curva de calibracion de As, por generacion de hidruros(GH)-espectrometria de
absorcion atomica(EAA)
0,6

0,5

0,4

0,3 y = 0,0258x + 0,0074
© R2 = 0,9992

ABSORBANCIAS

0,2
0,1
0,0
0 5 10 15 20 25

CONCENTRACION (ug/L)

Nota. Tomado de Software de hoja de calculo de Microsoft Excel.
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4.1.1.1. Correlacion entre la respuesta del equipo y la concentracion. Este
resultado lo obtenemos del software estadistico de Minitab, donde obtenemos el valor p
(figura 11) y el valor del R-cuadrado (ajustado) (tabla 4) que es equivalente al coeficiente
de determinacidn, del cual obtenemos el coeficiente de correlacion, y la dispersion de los

datos de respuesta y concentracion graficados en la figura 12.

Figura 11

Correlacion entre Respuesta y Concentracion

Correlacion: Respuesta, Concentracidn

Correlacion de Pearson de Respussta v Concentracion = 0,955
Valor p = 0.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Tabla 4

Resumen de regresion lineal del ensayo con resina de intercambio ionico acoplado a

generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0.999006492
Coeficiente de determinacién R"2 0.998013971
R”2 ajustado 0.997861199
Error tipico 0.00835821
Observaciones 15

Nota. Tomado de Software de hoja de calculo de Microsoft Excel.

r2 =0.9979

[ r = 0.9989 ]
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Figura 12

Grdfica de dispersion de la Absorbancia vs Concentracion del ensayo con resina de
intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica

Grafica de dispersion de Respuesta vs. Concentracion

[ ]
0.5 [ ]
0.4
©
B 03
3 °
4
o
0.2
[ ]
0.1
°
°
0.0
0 5 10 15 20
Concentracion
Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
4.1.1.2. Relacion lineal con el analisis de varianza de la regresion. Este

resultado se obtiene del software estadistico de Minitab, obteniendo el Valor p (figura 13).

Figura 13

Andlisis de regresion: Respuesta vs. Concentracion

Analisis de regresion: Respuesta vs. Concentracion

Lnalisis de Varianza

Fuente GL 5C Rjust. MC Ajust. Valer F Valor p
Regresion 1 0.456374 0.458374 §532.72 0.000
Concentracidn 1 0.456374 0.458374 §532.72 0.000
Error 13 0.000%08 0.000070
Falta de ajuste 3 0.0008641 0.000214 .00 0.003
Error puro 10 0.0002e7 0.000027
Total 14 0.457282

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

p<oos |
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4.1.1.3. Evaluacion de los residuos. Los resultados de los residuos se
obtienen en el software de hoja de cdlculo de Microsoft Excel, usando la opcion Regresion
en Andlisis de datos los cuales deben estar libre de tendencia como se demuestra en la gréfica

de Normalidad (figura 14).

Figura 14
Grdfica de normalidad de los residuos del ensayo con resina de intercambio idnico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de probabilidad de RESID1

Normal

99
Media  -1.17961E-17

DesvEst. 0.008054

95 N 15
90 AD 0.183
Valor p 0.893

80
70
60
50
40
30

Porcentaje

20

-0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02
RESID1

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

4.1.2. Sensibilidad analitica.
Los resultados de sensibilidad de detallan en la tabla 5, por medio del anélisis de
varianza obtenido en el programa software de hoja de cédlculo de Microsoft Excel, nos

muestra el valor de la pendiente (Variable X 1) y los rangos de aceptacion para ésta.



Tabla 5
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Andlisis de varianza del ensayo con resina de intercambio ionico

Analisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 0.456374031 0.456374031
Residuos 13 0.000908176 6.98597E-05
Total 14 0.457282207
Coeficientes Error tipico Estadistico t

Intercepcion 0.010444205 0.00319902 3.264813968
Variable X 1 0.025113728 0.000310716 80.82526973

Valor critico de

F F
Regresion 6532.724227  5.94163E-19
Superior Inferior Superior
Probabilidad  Inferior 95% 95% 95.0% 95.0%

Intercepcion 0.006150355  0.003533143 0.017355268 0.003533143 0.017355268
Variable X 1 5.94163E-19 | 0.024442466 0.02578499 0.024442466  0.02578499

Nota. Tomado de Software de hoja de cdlculo de Microsoft Excel.

Ecuacion de regresion

Respuesta = 0.01044 + 0.025114 Concentracion

Rangos de aceptacion para pendiente (b):

4.1.3. Veracidad para arsenito (As*®)

[ b € [0.0244; 0.0258] ]

Los resultados de veracidad para arsenito se detallan en la tabla 6, el valor de

concentracion referencial de As*> del MRC es 5ug/L, la evaluacién de datos atipicos se

realiza en el software estadistico de Minitab (figura 15 y 16), donde no presenta datos

atipicos.
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Tabla 6
Resultados obtenidos de valores de As*™® del ensayo con resina de intercambio idnico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Nro.de Concentracion

lecturas (ng/L)
1 4,94217

4.96197
5.14188
4.61365
5.07459
4.76479
5.32694
4.91486
5.45675
4.74655

o R NN AW N

[
=]

Figura 15
Prueba de valores atipicos para valores de As™ del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Prueba de valores atipicos: Conc. As Il (ug/L)

Método
Hipotesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacion normal
Hipotesis alterna El valor mas pequefio ¢ mas grande de los datos es3 un valor atipico

Niwvel de significancia o« = 0.035

Prusba de Grukbs

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G 4
Conc. B3 IIT (ug/L) 10 4.5%544 0.2625 4.6136 5.4565 1.76¢ 0.5&9

% WOTA * No hay valor atipico en el nivel de significancia de 5%

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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Figura 16
Grdfica de valores atipicos para valores de As*® del ensayo con resina de intercambio

ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de valores atipicos de Conc. As Il (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min. Max. G P
461 546 176 0.569

4.6 47 4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5
Conc. As Il (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribucién normal
(figura 17), se trabajé con la Prueba de T-Student (figura 18) comparando el valor de
tendencia central (promedio) con el valor de referencia del MRC y se realiz6 la Prueba Indice

Z (z score) segun el item 3.6.3.3.

[ Zocore = 10.0212] |




Figura 17
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Grdfica de normalidad para valores de As*3 del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de probabilidad de Conc. As Il (ug/L)

Normal

99

95
90

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje

Media 4994
DesvEst. 02628
N 10
AD 0.193
Valorp 0858

4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 575

Conc. As Il (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 18

Prueba de T-Student para valores de As™ del ensayo con resina de intercambio iénico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

T de una muestra: Conc. As Il (ug/L)

Prueba de p = 5 wva. £# 5

Error

estandar

de la

Variakble N Media Desv.Est. media
Conc. Bs IITI {ug/L) 10 4.5944 0.2628 0.05831

IC de 95%
{4.8064, 5.1824)

T
-0.07

E
0.943

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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Se determiné el RSDexp. Yy RSDHorwit Y la desviacion estandar tedrica segin formulas

del item 3.6.3.4. y al presentar distribucién normal se realiz6 la prueba estadistica Chi-

cuadrado (figura 19), donde el valor p > 0.05, indica que es preciso.

RSDeyp, = 5.263 RSDyiorwit, = 35.525

2
RSDexperimental < (5) X RSDHorwitz

[ 5.263 < 23.683 ]

Figura 19

S; = 1.183

Prueba Chi-cuadrado para valores de As™ del ensayo con resina de intercambio iénico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Método

Hipotesis
Hipotesis

El método
El método
Estadisti

Variable
Conc. Ahs

Variable
Conc. As

Pruekas

Variable
Conc. As

Prueba e IC para una varianza: Conc. As lll (ug/L)

nula

3
alterna 3

o

o= 1.1
g > 1.1

de chi-cuadrada s6lo se utiliza para la distribucién normal.
de Bonett s3e utiliza para cualquier distribucién continua.
cas

N Desv.Est. Varianza
IIT (ug/L) 10 0.263 0.0691

95% Intervalos de confianza unilaterales

Limite Limite

inferior inferior

para para

Método Desv.Est. wvarianza

ITIT (ug/L) Chi-cuadrada 0.192 0.0367

Bonett 0.186 0.0346

Estadistica

Método de prusba GL Valor p
ITT {ug/L) Chi-cuadrada 0.44 g 1.000
Bonett - - 1.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.



4.1.5. Veracidad para arseniato (As*®)

Los resultados de veracidad para arseniato se detallan en la tabla 7, el valor de

concentracién referencial de As* del MRC es 3ug/L, la evaluacién de datos atipicos se

realiza en el software estadistico de Minitab (figura 20 y 21) , donde no presenta datos

atipicos.

Tabla 7

Resultados obtenidos de valores de As*’ del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Nro.de Concentracion

lecturas (ng/L)
1 3.17232

3.38933
2.83830
2.29827
3.42821
2.98149
3.05488
2.74567
3.45749
2.92867

o R NN AW N

[
=]

Figura 20

Prueba de valores atipicos para valores As+5 del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Prueba de valores atipicos: Conc. As V (ug/L)

Método
Hipbtesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacidn normal
Hipotesis alterna El valor méds pequefic o més grande de los datos es un valor atipico

Niwvel de significancia o = 0.03

Pruska de Grubbks

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G P
Conc. A3 WV (ug/L) 10 3.02% 0.35% 2.295 3.457 2.04 0.187

* WOTA * No hay wvalor atipico en el nivel de significancia de 5%

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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Figura 21
Grdfica de valores atipicos para valores de As™ del ensayo con resina de intercambio

ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de valores atipicos de Conc. As V (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min. Max. G P
230 346 204 0.197

2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6
Conc. As V (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribucién normal
(figura 22), se trabajé con la Prueba de T-Student (figura 23) comparando el valor de
tendencia central (promedio) con el valor de referencia del MRC y se realizé la Prueba Indice

Z (z score) segun el item 3.6.3.3.

[ Zecore = 10.0822] |




Figura 22
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Grdfica de normalidad para valores de As*’ del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de probabilidad de Conc. As V (ug/L)

Normal

99

95
90

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje

2.0 25 3.0 35
Conc. As V (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 23

Media 3.029
DesvEst. 03585
N 10
AD 0265
Valorp 0610

Prueba de T-Student para valores de As*’ del ensayo con resina de intercambio iénico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

T de una muestra: Conc. As V (ug/L)
Prusha de un = 3 va. # 3
Error
gaténdar
de la
Variakle H Media Desv.Est. media
Conc. As V {ug/L) 10 3.029 0.359 0.113

IC de 95% T
(2.773, 3.286) 0.26

0.301

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.1.6. Precision para arseniato (As*’)
Se determiné el RSDexp. y RSDHorwitz ¥ 1a desviacion estandar tedrica segin formulas
del item 3.6.3.4. y al presentar distribucién normal se realiz6 la prueba estadistica Chi-

cuadrado (figura 24), donde el valor p > 0.05, indica que es preciso.

RSD¢yp, = 11.835 RSDyiorwit, = 38.301 Sp = 0.774

2
RSDexperimental < (5) X RSDHorwitz

[ 11.835 < 25.534 ]

Figura 24
Prueba Chi-cuadrado para valores de As™ del ensayo con resina de intercambio iénico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Prueba e IC para una varianza: Conc. As V (ug/L)
Método

Hipotesis nula o= 0.774
Hipbtesis alterna o > 0.774

=
-1

El método de chi-cuadrada sdlo se utiliza para la distribucidn normal.
El método de Bonett se utiliza para cualquier distribucion continua.

Estadisticas
Variakle N Desv.Est. Varianza
Conc. Rs V (ug/L) 10 0.359 0.129

95% Intervalos de confianza unilaterales

Limite Limite

inferior inferior

para para

Fariable Metodo Desv.Est. wvarianza

Conc. RAs V (ug/L) Chi-cuadrada 0.262 0.088

Bonett 0.238 0.057

Fruebas
Estadistica

Variabkle Método de pruskba GL Valor p
Conc. As V (ug/L) Chi-cuadrada 1.583 ] 0.9%93
Bonett - - 1.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.1.7. Limite de deteccion del método (LDM)
Se obtienen 7 resultados de una menor concentracién aceptable (1.0 pg/L) detallados
en la tabla 8, los cuales, los utilizamos para la determinacion del limite de deteccién del

método calculado el segin la ecuacion del item 3.6.3.5.

Tabla 8
Resultados de muestras con baja concentracion para el ensayo con resina de intercambio

ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Nro. de Concentracion

lecturas (ng/L)

1 0.944298
2 1.218255
3 1.000152
4 1.034908
5 1.071459
6 1.000195
7 1.181843

Desviacion estandar (S) :0.100878175

Numero de datos (n) 27

o :0.01

t6.0.01) 1 3.142668403

[ LDM = 0.32 ug/L]
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4.1.8. Limite de cuantificacion del método (LCM)
Determinamos el limite de cuantificacién del método utilizando la ecuacién del item
3.6.3.6. tomando el mayor valor de constante (K=10), y se analizaron 10 muestras detalladas

en la tabla 9 para la evaluacion de veracidad y precision.

Desviacion estandar (S) : 0.100878175

[LCM ~ 1.0 pg/L ]

Tabla 9
Resultados del LCM para el ensayo con resina de intercambio ionico acoplado a

generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Nro. de Concentracion
lecturas (ng/L)
0.944298
1.218255
1.000152
1.034908
1.071459
1.000195
1.181843
1.055058
0.942693
1.087341

o RN N N AW N -

[
=}

4.1.8.1. Veracidad para LCM. La evaluacion de datos atipicos se realiza en

el software estadistico de Minitab (figura 25 y 26), donde no presenta datos atipicos.
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Figura 25
Prueba de valores atipicos para valores de LCM del ensayo con resina de intercambio

ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Prueba de valores atipicos: Concentracion (ug/L)

Mztodo
Hipdtesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacidn normal
Hipdotesis alterna El valor més pequefio o mas grande de los datos es un walor atipico

Nivel de significancia o« = 0.05

Frueba de Grubbﬂ

Variable N Media Desv.Eat. Min. Max. G P
Concentracidén (ugsL) 10 1.0536 0.0%81l5 0.9427 1.2183 1.80 0.4%2

¥ NOTA * No hav valor atipico en el niwvel de significancia de 5%

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 26
Grdfica de valores atipicos para valores de LCM del ensayo con resina de intercambio

ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de valores atipicos de Concentracién (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min.  Max. G P
094 122 180 0498

0.95 1.00 1.05 1.10 1.15 1.20 1.25
Concentracion (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribuciéon normal

(figura 27), se trabajé con la Prueba de T-Student (figura 28) comparando el valor de
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tendencia central (promedio) con el valor de referencia del MRC y se realiz6 la Prueba Indice

Z (z score) segun el item 3.6.3.3.

[ Zecore = |0.5861] ]

Figura 27
Grdfica de normalidad para valores de LCM del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Grafica de probabilidad de Concentracién (ug/L)

Normal
99
Media 1054
Desv.Est. 0.09148
95 N 10
AD 0307

2 Valor p 0505

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje

0.8 0.9 1.0 11 12 13
Concentracion (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 28
Prueba de T-Student para valores de LCM del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

T de una muestra: Concentracion (ug/L)

Prucha de pu =1 va. # 1

Error

gatandar

de la
Variakle H Media Desv.Est. media IC de 95% T E
Concentracion (ug/L) 10 1.0536 0.04815 0.028%9 (0.9882, 1.11%1) 1l.85 0.0487

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.1.8.2. Precision para LCM. Se determiné el RSDexp. ¥ RSDHorwitz ¥ la
desviacion estdndar tedrica segin formulas del item 3.6.3.4. y al presentar distribucion
normal se realiz6 la prueba estadistica Chi-cuadrado (figura 29), donde el valor p > 0.05,
indica que es preciso.
RSD¢yp. = 8.683

RSDHOI‘WitZ == 4‘49004 ST == 0315

2
RSDexperimental < (5) X RSDHorwitz

[ 8.683 < 29.934 ]

Figura 29
Prueba Chi-cuadrado para valores de LCM del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Prueba e IC para una varianza: Concentracién (ug/L)

Método

Hipotesis nula o = 0.315

Hipotesis alterna o > 0.315

El método de chi-cuadrada sdlo se utiliza para la distribucidon normal.
El método de Bonett se utiliza para cualguier distribucion continua.
Estadisticas

Variable N Desv.Est. Varianza

Concentracion (ugsL) 10 0.0%915 0.00837

95% Intervalos de confianza unilaterales

Variable
Concentracidon (ug/L)

Prusbas

WVariable
Concentracion (ug/L)

Limite Limite

inferior infericd

para para

Método Desv.Est. wvarianza

Chi-cuadrada 0.0887 0.00445

Bonett 0.0626 0.00391

Estadistica

Método de prusba GL Valor p
Chi-cuadrada 0.7& G 1.000
Bonett - - 1.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.1.9. Rango de trabajo

Se determiné que 1ug/L es la concentracién minima cuantificable (LCM) para el
ensayo con resina de intercambio i6nico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria
de absorciéon atomica. Para la concentracion mdaxima cuantificable se determind la
concentracion de 20 ug/L, y se analizaron 10 muestras detalladas en la tabla 10 para la

evaluacion de veracidad y precision.

Tabla 10
Resultados de Rango alto para el ensayo con resina de intercambio ionico acoplado a

generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica

Nro.de Concentracion

lecturas (ng/L)
1 20.6747

20.2572
19.9652
20.3764
19.3033
19.8503
20.4479
19.5778
20.0330
20.6676

o R I NN AW

[
=}

4.1.9.1. Veracidad para concentracion maxima detectable. La evaluacion
de datos atipicos se realiza en el software estadistico de Minitab (figura 30 y 31), donde no

presenta datos atipicos.



Figura 30
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Prueba de valores atipicos para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con resina

de intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica

Prueba de valores atipicos: Conc. As R. Alto (ug/L)

Niwel de significancia o« = 0.03

Prueka de Grukbs

Variable N  Media Desv.Est. Min. Méx. G P
Conc. As R. ARlto (ug/L) 10 20.113 0.455 1%.303 20.675 1.78

* NOTA * No hay valor atipico en £l nivel de significancia de 5%

Método
Hipdtesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacidn normal
Hipotesis alterna El valor més pequefio o més grande de los datos es un valor atipico

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 31

Grdfica de valores atipicos para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con resina

de intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica

Grafica de valores atipicos de Conc. As Rango alto (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min. Max. G P
19.30 2067 1.78 0.524

19.2 19.4 19.6 19.8 20.0 20.2 20.4 20.6 20.8
Conc. As Rango alto (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribucién normal (figura
32), se trabajé con la Prueba de T-Student (figura 33) comparando el valor de tendencia
central (promedio) con el valor de referencia del MRC y se realiz6 la Prueba Indice Z (z

score) segun el item 3.6.3.3.

[ Zscore = 10.2534] ]

Figura 32
Grdfica de normalidad para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con resina de

intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica
Grafica de probabilidad de Conc. As Rango alto (ug/L)
Normal

99

Media 20.12

DesvEst. 04552

95 N 10

AD 0.200

2 Valorp  0.837
80
o 70
B 60
§ 50
‘6 40
o 30
20
10
5.
1

19.0 19.5 20.0 205 210

Conc. As Rango alto (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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Figura 33
Prueba de T-Student para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con resina de
intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica

T de una muestra: Conc. As R. Alto (ug/L)

Pruskba de pu = 20 ws. # 20

Error
eatandar
de la
Variable H Media Desv.Est. media IC de 95% T P
Conc. Bs R. Rlto (ug/L) 10 320.115 0.455 0.144 (15.790, 20.441) 0.80 0.444
Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
4.1.9.2. Precision para concentracion maxima detectable. Se determino el

RSDexp. Y RSDHorwitz Y 1a desviacion estandar tedrica segun formulas del item 3.6.3.4. y al
presentar distribucion normal se realizé la prueba estadistica Chi-cuadrado (figura 34),

donde el valor p > 0.05, indica que es preciso.

RSDeyp. = 2.263 RSDy1orwit = 28.805 S = 3.863

2
RSDexperimental < (E) X RSDHorwitz

[ 2.263 <19.203 ]




Figura 34
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Prueba Chi-cuadrado para valores de LCM del ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica iénico

Método

Hipotesis nula o = 3.
Hipotesis alterna o > 3.

Estadisticas

Variable
Conc. Rs R. Alto (ug/L)

Variable
Conc. As R. Alto (ug/L)

Fruebkas

Variable
Conc. As R. Altc (ug/L)

Prueba e IC para una varianza: Conc. As R. Alto (ug/L)

493
a3

CooCo

El método de chi-cuadrada s0lo se utiliza para la distribucion normal.
El método de Bonett 3e utiliza para cualquier distribucidn continua.

N Desv.Est. Varianza
1a 0.455 0.207

95% Intervalos de confianza unilaterales

Limite Limite
inferior inferior
para para
Método Desv.Est. wvarianza
Chi-cuadrada 0.332 0.110
Bonett 0.32% 0.10%8
Eatadistica
Método de prusba GL Valor p
Chi-cuadrada 0.12 9 1.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

[ Rango de trabajo: [1.0 pg/L — 20.0 pg/L] ]

4.1.10. Robustez

Asignamos factores a las variables segin la tabla 11, se realizan los anélisis con las

variaciones y los resultados obtenidos se detallan en la tabla 12. Finalmente se calculan los

efectos de los factores segun el item 3.6.3.8. (tabla 13).



Tabla 11

Variables y factores de robustez

VARIABLES FACTORES
Acidificacién de la muestra con dcido 0.5 ml A
clorhidrico concentrado. 1.0 ml a
. 1.0 ml B
Volumen de Yoduro de Potasio
2.5 ml b
Volumen de 4cido clorhidrico 1.0 ml C
concentrado 2.5ml C
45 min. D
Reposo de la muestra -
60 min. d
Tabla 12
Resultados de las variaciones para prueba de robustez
REPETICIONES A,a B.,b C,c D,d RESULTADOS
ng/L
R1 A B C D 9.856
R2 A B C D 9.890
R3 A b C d 9.948
R4 A b c d 10.487
RS a B C d 10.030
R6 a B c d 9.872
R7 a b C D 9.808
R8 a b c D 9.862
Tabla 13
Efecto de los factores
Efecto 2.24 S Efecto 2.24 S

Efecto(A) 0.1520 0.1921 Efecto(C) 0.1874 0.1921
Efecto(B) 0.1556 0.1921 Efecto(D) 0.1838 0.1921

El método es robusto para el efecto A El método es robusto para el efecto C

El método es robusto para el efecto B El método es robusto para el efecto D




4.1.11. Consolidado de resultados
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Se presentan los resultados de los pardmetros de validacién aplicados al ensayo con

resina de intercambio i6nico, ver tabla 14.

Tabla 14

Consolidado de resultados de los parametros de validacion para el ensayo con resina de

intercambio ionico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica
PARAMETRO CRITERIO PROPUESTO CRITERIO OBTENIDO
r = 0.9989
LINEALIDAD ,y) = 0.90
N rxy) Cumple
SENSIBILIDAD Pendiente de la curva b € [0.0244; 0.0258]
T-Student: p = 0.948,
los resultados de las
repeticiones son veraces
t-student (p > 0.05) As*3 al 95% de confianza
z > 0.5861 < 2
VERACIDAD Indice Z (z Score) : Satisfactorio
’ T-Student: p = 0.801,
1 1 1
|Z] < 2 = Satisfactorio Oi,résu tados de las
, repeticiones son veraces
2<|Z| <3 =C t bl
IZ] < 1'1es 1ona' € As® al 95% de confianza
|Z| > 3 = Insatisfactorio
z > 0.0822 <2
Satisfactorio
Ag* 5.263 < 23.683
REPETIBILIDAD: : Preciso
PRECISION 2
RSDexp. =< (g) X RSDHorwitz Ag*S 11.835 < 25.534
Preciso
LDM LDM = tn-1,0) X SMuestras 0.32 pg/L
LCM LCM - 10 x Sg 1.0 ug/LL
RANGO DE TRABAJO --- 1.0 ug/LL —20.0 pg/L
Efecto(A, B, C, D) < 0.1921
ROBUSTEZ Efecto, < 2.24S ecto( )

El método es robusto
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4.2. Respecto a la validacion del ensayo para determinacion de especies de arsénico

inorganico con cromatografia iénica

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos para cada pardmetro de

validacion.

4.2.1. Linealidad

Los resultados obtenidos respecto al pardmetro linealidad se detallan en la tabla 15,
la cual presenta los valores obteniendo para las curvas de calibracidn correspondientes a las
figuras 35, 36 y 37, el procedimiento del pardmetro linealidad se especificé en el item

3.6.3.1.

Tabla 15
Resultados de concentracion y absorbancia para el parametro linealidad del ensayo con

cromatografia ionica

Concentracion del estandar de

Dia As (ng/L) pS*min
100 0.0038

300 0.0121

1 500 0.0179
700 0.0249

1000 0.0349

100 0.0033

300 0.0099

2 500 0.0171
700 0.0246

1000 0.0356

100 0.0034

300 0.0112

3 500 0.0171
700 0.0248

1000 0.0342




Figura 35

Primera curva de calibracion de As* por cromatografia iénica
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Injection Name Ret.Time Area Height Amount 0.0450 - ARSENICO V ECD_1
min pS*min us ppb 010375_: HS*min
ARSENICO V ARSENICO V ARSENICO \ARSENICO WARSENICO ]
ECD_1 ECD_1 ECD_1 ECD_1 ]
100 ppb As V 18.303|  0.0038 0.019 95.1480-0250
300 ppb As V 18.337 0.0121 0.059 304.769
500 ppb As V 18.327 0.0179 0.099 503.803| |0.0125
700 ppb As V 18.323 0.0249 0.136 701.540 opb
300 ppb As V 18.330 0.0349 0.174 886.663| |0.0000 L . . !
1000 ppb As V. 18.320 0.0401 0.195] 1.008.079 0 1200
Average 18.323
Rel. Std. Dev.| 0.062 %
Nota. Tomado de software Chromeleon.
Figura 36
Segunda curva de calibracién de As™ por cromatografia ionica
Injection Name Ret.Time Area Height Amount | |0.0400 - ARSENICO V ECD_1
. min pS"min ps ppb ]| pE*min
ARSENICO V ARSENICO V ARSENICO \WWRSEMICO WARSENICO W ]
ECD_1 ECD_1 ECD_1 ECD_1 0.0250 ]
100 ppb As V 13.340 0.0033 0014 110,642 ]
300 ppb As W 13.313 0.0099 0.045 292 525 ]
500 ppb As V 13207 0.0171 0.080 so1.780| |7 0139
700 ppb As W 13.303 0.0245 0.118 398445 i
900 ppb As ¥ 13.303 0.0318 0.149 202.245| [0.0000 1} . . .
100 ppb As W 13.207 0.0356 0172  1,004.278 1200
Average 18308
Rel. Std. Dev.| 0.000%
Nota. Tomado de software Chromeleon.
Figura 37
Tercera curva de calibracion de As™ por cromatografia iénica
Injection Name Ret. Time Area Height Armount 0 0400 ARSENICO YV ECD_1
: min pS*min ps ppb 7| HS*min
ARSENICO V ARSENICO V A\RSENICO \ARSENICO ARSENICO \ ]
ECD_1 ECD_1 ECD_1 ECD_1 0.0250
100 ppb As V 18.573 0.0034 0.020 59.068 1
300 ppb As V/ 18.5687 0.0112 0.080 316.231 ]
500 pph As V 18.557 0.0171 0.088 sa7.830| 00125
700 pphb As V 18.550 0.0248 0.121 713,651 opb
900 pphb As 18.530 0.0313 0.145 904 666 |0.0000 ! : : .
1000 ppb As V 18.537 0.0342 0.150 988.554 o 1200
Average 18.552
Rel. Std. Dev.| 0.091%

Nota. Tomado de software Chromeleon.
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4.2.1.1. Correlacion entre la respuesta del equipo y la concentracion. Este
resultado lo obtenemos del software estadistico de Minitab, donde obtenemos el valor p
(figura 38) y el valor del R-cuadrado (ajustado) (tabla 16) que es equivalente al coeficiente
de determinacion, del cual obtenemos el coeficiente de correlacion, y la dispersion de los

datos de respuesta y concentracion graficados en la figura 39.

Figura 38

Correlacion entre Respuesta y Concentracion

Correlacion: Concentracion, Respuesta

Correlaciton ds Pearson de Concentracion v Bespussta = 0.99%
Valor p = 0.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Tabla 16

Resumen de regresion lineal del ensayo con cromatografia ionica

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion

miltiple 0.998590975
Coeficiente de determinacién R"2 0.997183935
R”2 ajustado 0.996967315
Error tipico 0.000619708
Observaciones 15

Nota. Tomado de Software de hoja de calculo de Microsoft Excel.

r2 =0.9970

[ r= 0.9985 ]




Figura 39
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Grdfica de dispersion de la Absorbancia vs Concentracion del ensayo con cromatografia

ionica
Grafica de dispersion de Respuesta vs. Concentracion
0.04
0.03
s ]
]
3_ 0.02
3
o
0.01 !
°
0.00
0 200 400 600 800 1000
Concentracion
Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
4.2.1.2. Relacion lineal con el analisis de varianza de la regresion. Este

resultado se obtiene del software estadistico de Minitab, obteniendo el Valor p (figura 40).

Figura 40

Andlisis de regresion: Respuesta vs. Concentracion

Endglisis de Varianza

Fuente GL
Eegresion 1
Concentracion 1
Error 13
Falta de ajuste 3
Error puroc 10
Total 14

 Ajust.
L001768
L001768
000005
L000001
L000004
L001773

Analisis de regresion: Respuesta vs. Concentracion

MC hjust. Valor F WValor p

0.001788 4603.37 0.000
0.001788 4603.37 0.000
0.000000
0.000000 0.7% 0.52%
0.000000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

[ p < 0.05 ]
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4.2.1.3. Evaluacion de los residuos. Los resultados de los residuos se
obtienen en el software de hoja de cdlculo de Microsoft Excel, usando la opcién Regresion
en Andlisis de datos los cuales deben estar libre de tendencia como se demuestra en la grafica

de Normalidad (figura 41).

Figura 41

Grdfica de normalidad de los residuos del ensayo con cromatografia ionica

Grafica de probabilidad de RESID2

Normal

99
Media 8.673617E-19

DesvEst. 0.0005972

95 N 15
90 AD 0264
Valor p 0646

80
70
60
50
40
30

Porcentaje

20

1
-0.0015 -0.0010 -0.0005 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015
RESID2

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

4.2.2. Sensibilidad analitica
Los resultados de sensibilidad de detallan en la tabla 17, por medio del anélisis de
varianza obtenido en el programa software de hoja de cédlculo de Microsoft Excel, nos

muestra el valor de la pendiente (Variable X 1) y los rangos de aceptacion para ésta.



Tabla 17
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Andlisis de varianza del ensayo con cromatografia ionica

Analisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 0.001767872 0.001767872
Residuos 13 4.9925E-06 3.84038E-07
Total 14 0.001772864
Coeficientes Error tipico Estadistico t
Intercepcion 0.00025 0.0003107 0.804635662
Variable X 1 0.00003475 5.12173E-07 67.8481463
Valor critico
F de F
Regresion 4603.370956  5.75218E-18
Residuos
Total
Superior Superior
Probabilidad Inferior 95% 95% Inferior 95.0% 95.0%
Intercepcion 0.435498955 -0.000421226 0.000921226 -0.000421226 0.000921226
Variable X 1 5.75218E-18 [3.36435E-05 3.58565E-05 3.36435E-05  3.58565E-05

Nota. Tomado de Software de hoja de cdlculo de Microsoft Excel.

Ecuacion de regresion

Respuesta = 0.000250 + 0.000035 Concentracion

Rangos de aceptacion para pendiente (b):

[ b € [0.00003364; 0.00003586]]

4.2.3. Veracidad para arseniato (As™)

Los resultados de veracidad para arsenito se detallan en la tabla 18, el valor de

concentracién referencial de As*> del MRC es 500ug/L, la evaluacién de datos atipicos se
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realiza en el software estadistico de Minitab (figura 42 y 43), donde no presenta datos

atipicos.

Tabla 18

Resultados obtenidos de valores de As*> del ensayo con cromatografia iénica

Nro.de Concentracion

lecturas (ng/L)
1 497.3435

504.0501
493.6926
502.7318
502.9565
496.244
496.4756
498.7011
505.3763
503.8031

o RN AW

[
=}

Figura 42

Prueba de valores atipicos para valores As+5 del ensayo con cromatografia ionica

Prueba de valores atipicos: Conc. As V (ug/L)

Método
Hipotesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacidn normal
Hipotesis zlterna El valor mas pequefic o mas grande de los datos 3 un valor atipico

Hiwvel de significancia o« = 0.05

Prueba de Grubbs

Variable N  Msdia Desv.Est. Min. Max. G E
Conc. As V {ug/L) 10 500.14 4.0% 493.6% 505.32 1.57 0.972

* NOTA * Mo hay valor atipico en £l niwvel de significancia de 5%

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.



82

Figura 43

Grdfica de valores atipicos para valores de As™ del ensayo con cromatografia ionica

Grafica de valores atipicos de Conc. As V (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min. Max. G P
493.69 50538 1.57 0.972

495.0 497.5 500.0 502.5 505.0
Conc. As V (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribucion normal
(figura 44), se trabajé con la Prueba de T-Student (figura 45) comparando el valor de
tendencia central (promedio) con el valor de referencia del MRC y se realiz6 la Prueba Indice

Z (z score) segun el item 3.6.3.3.

[ Zscore = 10.2534] ]




Figura 44

Grdfica de normalidad para valores de As™ del ensayo con cromatografia iénica

Grafica de probabilidad de Conc. As V (ug/L)

Normal

95
90

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje

490 495 500 505 510

Conc. As V (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 45

Media  500.1
Desv.Est. 4094
N 10
AD 0468
Valor p 0.193

Prueba de T-Student para valores de As+5 del ensayo con cromatografia ionica
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T de una muestra: Conc. As V (ug/L)
Pruska de p = 500 wa. # 500
Error
estandar
de la
Variakle N Media Deawv.Est. media
Conc. A= V {ug/L) 10 500.14 4,09 1.259

IC de 95%
{497.21, 503.07)

T
0.11

0.518

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.




84

4.2.4. Precision para arseniato (As*’)
Se determiné el RSDexp. y RSDHorwitz ¥ 1a desviacion estandar tedrica segin formulas
del item 3.6.3.4. y al presentar distribucién normal se realiz6 la prueba estadistica Chi-

cuadrado (figura 46), donde el valor p > 0.05, indica que es preciso.

RSD¢yp, = 0.819 RSDyiorwit, = 17.759 S; = 59.212

2
RSDexperimental < (5) X RSDHorwitz

[ 0.819 < 11.839 ]

Figura 46

Prueba Chi-cuadrado para valores de As+5 del ensayo con cromatografia ionica

Prueba e IC para una varianza: Conc. As V (ug/L)
Método

Hipotesis nula g = 55.212
Hipotesis alterna o > 59.212

El método de chi-cuadrada s0lo se utiliza para la distribucidn normal.
El método de Bonett se utiliza para cualguier distribucidn continua.

Estadisticas
Variakle N Desv.Est. WVarianza
Conc. Rs V (ug/L) 10 4.0% 16.8

95% Intervalos de confianza unilaterales

Limite Limite
inferior inferior
para para
Variable Método Desv.Est. warianza
Conc. A3 WV (ug/L) Chi-cuadrada 2.949 8.9
Bonett 3.29 10.8
Prusbkas
Estadistica
Variakle Método de pruska GL Valor p
tcnc. A3 WV (ug/L) Chi-cuadrada 0.04 ] 1.000
Bonett - - 1.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.2.5. Limite de deteccion del método (LDM)
Se obtienen 7 resultados de una menor concentracion aceptable (100 pg/L)
detallados en la tabla 19, los cuales, los utilizamos para la determinacién del limite de

deteccion del método calculado el segtin la ecuacion del item 3.6.3.5.

Tabla 19

Resultados de muestras con baja concentracion para el ensayo con cromatografia ionica

Nro. de Concentracion

lecturas (ng/L)

1 88.8085
2 95.1465
3 89.6795
4 106.6761
5 111.8064
6 84.5365
7 99.9071

Desviacion estandar (S) :9.999351758

Numero de datos (n) 27

a :0.01

t(6.0.01) : 3.142668403

[ LDM = 31.4 ug/L]

4.2.6. Limite de cuantificacion del método (LCM)
Determinamos el limite de cuantificacion del método utilizando la ecuacién del item
3.6.3.6. tomando el mayor valor de constante (K=10), y se analizaron 10 muestras detalladas

en la tabla 20 para la evaluacion de veracidad y precision.

Desviacién estandar (S) :9.999351758
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[ LCM = 100 pg/L ]

Tabla 20

Resultados del LCM para el ensayo con cromatografia ionica

Nro.de Concentracion

lecturas (ng/L)
1 95.1465

88.8085
89.6795
106.6761
111.8064
84.5365
99.9071
126.8553
100.8255
10 95.6976

o R I N AW

4.2.6.1. Veracidad para LCM. La evaluacién de datos atipicos se realiza en

el software estadistico de Minitab (figura 47 y 48), donde no presenta datos atipicos.

Figura 47

Prueba de valores atipicos para valores de LCM del ensayo con cromatografia ionica

Prueba de valores atipicos: Concentracion (ug/L)

Método
Hipotesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacion normal
Hipotesis alterna El valor més pequefic 0 mds grande de los datos &3 un valor atipico

Nivel de significancia « = 0.05

Prueka de Grubks

Variable N Mediz Deav.Eat. Min. Max. G F
Concentracion {ugf/L) 10 99.3% 12.56 854.54 126.86 2.14 0.122

* NOTL * No hay wvalor atipico en el niwvel de significancia de 5%

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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Figura 48

Grdfica de valores atipicos para valores de LCM del ensayo con cromatografia ionica

Grafica de valores atipicos de Concentracion (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min.  Max. G P
8454 126.86 214 0.122

80 90 100 110 120 130
Concentracion (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribucién normal (figura
49), se trabajo con la Prueba de T-Student (figura 50) comparando el valor de tendencia
central (promedio) con el valor de referencia del MRC vy se realizé la Prueba Indice Z (z

score) segun el item 3.6.3.3.

[zscore = |—0.0005| ]




Figura 49

Grdfica de normalidad para valores de LCM del ensayo con cromatografia ionica

Grafica de probabilidad de Concentracion (ug/L)

Normal

95
90

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje

70 80 90 100 110 120 130

Concentracion (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 50

Media 99.99
DesvEst. 12.56
N 10
AD 0306
Valor p 0.506

Prueba de T-Student para valores de LCM del ensayo con cromatografia
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T de una muestra: Concentracion (ug/L)

Pruska de pn = 100 w3. # 100

Error

gatandar

de la

Variakle N Media Desv.Est. media
Concentracidon (ug/sL) 10 9%9.3%5 12.56 3.597

IC de 95%
{91.01, 108.93)

T
-0.00

E
0.%55

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.2.6.2. Precision para LCM. Se determiné el RSDexp. ¥ RSDHorwitz ¥ la
desviacion estdndar tedrica segin formulas del item 3.6.3.4. y al presentar distribucion
normal se realiz6 la prueba estadistica Chi-cuadrado (figura 51), donde el valor p > 0.05,
indica que es preciso.
RSD¢yp. = 12.556

RSDyiorwit, = 22.628 S = 15.084

2
RSDexperimental < (5) X RSDHorwitz

[12. 556 < 15.084 ]

Figura 51

Prueba Chi-cuadrado para valores de LCM del ensayo con cromatografia

Prueba e IC para una varianza: Concentracidn (ug/L)

Método

Hipdtesis nula o= 15.034

Hipotesis alterna o » 15.034

El método de chi-cuadrada sdlo se utiliza para la distribucidén normal.
El método de Bonett se utiliza para cualquier distribucién continua.
Estadisticas

Variakble N Desv.Est. WVarianza

Concentracién (ug/L) 10 12.6 158

95% Intervalos de confianza unilaterales

Limite Limite

inferior inferior

para para

Variable Metodo Desv.Est. warianza

Concentracion (ug/L) Chi-cuadrada 9.2 a4

Bonett 7.6 549

Pruebas
Estadistica

Variable Método de prueka GL Valocr p
Concentracidon (ug/L) Chi-cuadrada 6.24 | 0.71g
Bonett - - 0.781

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.2.7. Rango de trabajo

Se determiné que 100 pg/L es la concentracién minima cuantificable (LCM) para el
ensayo con resina de intercambio i6nico. Para la concentracién méxima cuantificable se
determind la concentracién de 1000 pg/L, y se analizaron 10 muestras detalladas en la tabla

21 para la evaluacion de veracidad y precision.

Tabla 21

Resultados obtenidos de valores de Rango alto para el ensayo con cromatografia ionica.

Nro.de Concentracion

lecturas (ng/L)
1 1008.0785

999.8770
976.6362
1022.8139
986.8316
1029.7704
1017.8029
1006.2189
988.7650
10 979.5134

o RN AW

4.2.7.1. Veracidad para concentracion maxima detectable. La evaluacion
de datos atipicos se realiza en el software estadistico de Minitab (figura 52 y 53), donde no

presenta datos atipicos.
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Figura 52

Prueba de valores atipicos para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con

cromatografia ionica

Prueba de valores atipicos: Conc. As R. Alto (ug/L)

Metodo
Hipotesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma poblacidon normal
Hipotesis alterna El valor mas pequefic o mas grande de los datos es un valor atipico

Niwel de significancia « = 0.03

Prusha de Grubbks

Variable N  Media Desv.Est. Min. Max. G b4
Conc. As R. Rlto {ug/L) 10 100l.s 18.5 976.& 102%.8 1.%2 1.000

* NOTA * No hay valor atipico en el nivel de significancia de 5%

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 53

Grdfica de valores atipicos para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con
cromatografia ionica

Grafica de valores atipicos de Conc. As R. Alto (ug/L)

Prueba de Grubbs
Min. Max. G P
976.64 1029.77 1.52 1.000

970 980 990 1000 1010 1020 1030
Conc. As R. Alto (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Se realiz6 la prueba de normalidad, donde los valores presentan distribucién normal (figura

54), se trabajo con la Prueba de T-Student (figura 55) comparando el valor de tendencia
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central (promedio) con el valor de referencia del MRC vy se realizé la Prueba Indice Z (z

score) segun el item 3.6.3.3.

[ Zecore = |0.0884] ]

Figura 54
Grdfica de normalidad para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con

cromatografia ionica

Grafica de probabilidad de Conc. As R. Alto (ug/L)

Normal
99
Media 1002
Desv.Est. 18.46
95 N 10
AD 0.215

= Valorp 0.789

80
70
60
50
40
30

20

Porcentaje

950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
Conc. As R. Alto (ug/L)

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

Figura 55
Prueba de T-Student para valores de conc. mdxima detectable del ensayo con cromatografia

ionica.

T de una muestra: Conc. As R. Alto (ug/L)

Pruekba de pw = 1000 ws. # 1000

Error

gaténdar

de la
Variable H Media Desv.Est. media IC de 95% T F
Conc. As R. &lte (ug/L) 10 1001.83 158.486 5.54 (935.43, 1014.33) 0.23 0.78¢

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.
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4.2.7.2. Precision para concentracion maxima detectable. Se determind el
RSDexp. y RSDHorwitz y 1a desviacion estdndar tedrica segtin formulas del item 3.6.3.4. y al
presentar distribucién normal se realizé la prueba estadistica Chi-cuadrado (figura 56),

donde el valor p > 0.05, indica que es preciso.

RSDeyp, = 1.843 RSDyiorwit, = 15.996 S; = 106.814

2
RSDexperimental < <§> X RSDHorwitz

[ 1.843 < 15.996]

Figura 56

Prueba Chi-cuadrado para valores de LCM del ensayo con cromatografia ionica.

Prueba e IC para una varianza: Conc. As R. Alto (ug/L)
Método

Hipotesis nula o= 106.814
Hipbtesis alterna o > 106.314

El método de chi-cuadrada solc se utiliza para la distribucidn normal.
El método de Bonett se utiliza para cualquier distribucién continua.

Estadisticas
Variable N Desv.Est. Varianza
Conc. A3z R. RAlto (ug/L}) 10 18.5 341

95% Intervalos de confianza unilaterales

Limite Limite
inferior inferior
para para
Variakle Método Desv.Est. wvarianza
Conc. As R. Alto (ug/L) Chi-cuadrada 13.5 181
Bonett 14.3 210
Pruebkas
Estadistica
Variabkble Método de pruskba GL Valor p
Conc. Rs B. Alto {ug/L) Chi-cuadrada 0.27 ] 1.000
Bonett - - 1.000

Nota. Tomado de software estadistico de Minitab.

[Rango de trabajo: [100 pg/L — 1000 pg/L] ]
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Se presentan los resultados de los pardmetros de validacién aplicados al ensayo con

cromatografia iénica, ver tabla 22.

Tabla 22

Consolidado de resultados de los pardmetros de validacion par

cromatografia ionica.

el ensayo con

Parametro Criterio propuesto Criterio obtenido
. . r = 0.9985
>
Linealidad r(x,y) = 0.90 Cumple
- . b € [0.00003364;
Sensibilidad Pendiente de la curva 0.00003586]
t-student (p > 0.05) t-student: p = 0.918, los
resultados de las repeticiones
Indice Z (z Score) : son veraces al 95% de
Veracidad confianza
|Z| < 2 = Satisfactorio
2 < |Z| < 3 = Cuestionable z — 0.2534 < 2
|Z| > 3 = Insatisfactorio Satisfactorio
. REPETIBILIDAD: 0.819 < 11.839
Precision

2
RSDexp. =< (5) X RSDHorwitz

Preciso

Limite de deteccion

LDM = t(_1,a) X SMuestras

31.4 pg/L

Limite de cuantificacion

LCM > 10 X Sg

100 pg/L

Rango de trabajo

100 pg/L — 1000 pg/L
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4.3. Comparacion de las caracteristicas los dos ensayos para la determinaciéon de

especies de arsénico inorganico.

Se realiza la comparacion de las caracteristicas entre los dos ensayos propuestos, ver

tabla 23.

Tabla 23

Comparacion de las caracteristicas de los ensayos para la especiacion de arsénico

inorgdnico.
Ensayo con resina de
intercambio i6nico acoplado .
[ . . Ensayo con cromatografia
Caracteristicas a generacion de hidruros- sl .
. < ionica
espectrometria de absorcion
atomica
Especies que separa As )y Ag ) As (%)
Limite de deteccion 0.32 ug/L 1.0 ug/L
Limite de
cuantificacion 314 ugll 100 pg/L
Rango de trabajo 1.0 pg/L —20.0 ng/L 100 pg/L — 1000 pg/L
Veracidad veraz veraz
Precision preciso preciso
Sensibilidad concentraciones traza concentraciones altas

Tiempo de analisis
por muestra

Costo aproximado por

muestra

aproximadamente 2 horas

aprox. 250 soles

aproximadamente 30 minutos

aprox. 90 soles
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4.4. Respecto a la aplicacion exploratoria de ensayo determinacion de especies

inorganicas de arsénico en agua de uso y consumo humano.

A continuacion, detallan el monitoreo del agua de uso y consumo del Centro Poblado
Montesierpe ubicado en el distrito de Humay, Provincia de Pisco, en la region de Ica y los

resultados obtenidos del anélisis de arsénico total y de especies inorganicas de arsénico.

Figura 57

Reservorio de agua para uso y consumo del Centro Poblado Montesierpe.

Figura 58

Toma de muestra de agua para andlisis de especies de arsénico inorgdnico.
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Figura 59

Muestra de agua para andlisis de especies de arsénico inorgdnico.

Figura 60
Especiacion de arsénico inorgdnico mediante ensayo con resina de intercambio ionico

acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica.
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Figura 61

Equipo de generacion de hidruros (GH) / espectrometria de absorcion atomica (EAA).

El resultado de arsénico total y de especies inorgdnicas de arsénico se detalla en la

siguiente tabla:

Tabla 24
Resultado de arsénico total y especiacion de arsénico inorgdnico de muestra de agua de

uso y consumo humano mediante ensayo con resina de intercambio ionico.

Analisis de Analisis de especies de
arsénico total arsénico inorganico
As total As™3 AstS
(ng/L) (ug/L) (ug/L)
Muestra 14.6 2.6 12.1
TOTAL 14.6 14.7

El resultado del andlisis de arsénico total es de 14.6 ug/L y la suma de los resultados
del andlisis de especies de arsénico inorgénico (arsenito y arseniato) es de 14.7 ug/L, lo cual
indica que al comparar los resultados totales hay una recuperacion de 100.9% de las especies

de arsénico inorgdnico con respecto al arsénico total.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de limite de detecciéon del ensayo con resina de intercambio idnico
acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcidn atémica evidencia mayor
sensibilidad con respecto a trabajos anteriores que usaron metodologias similares con
resina intercambio anidnico, con resultados de 1 pg/L (Ficklin, 1983) y 2 pug/L (Chavez,
2009) respectivamente, esto posiblemente al procedimiento de modificacion de la resina
de intercambio anidnico. Con respecto al limite de deteccion del ensayo con
cromatografia iénica para el As* el resultado no difiere con el obtenido en el estudio de
Chavez (2009), que obtuvo un valor de 32 pg/L, esto se explica por el uso de un detector

de conductividad.

Respecto a la linealidad los resultados fueron 0.9989 y 0.9985; estos valores son
adecuados considerando que la Guia INMETRO (2003) sefiala que estos valores
requieren un valor superior a 0.90. Segtn el Instituto de Salud Publica de Chile (2010),
la sensibilidad es determinado por la pendiente de la recta de calibracion, en el ensayo
con resina de intercambio i6nico acoplado a generacién de hidruros-espectrometria de
absorcidn atémica tiene un rango de aceptabilidad de 0.0244 hasta 0.0258 y el ensayo
con cromatograffa idnica el rango es de 0.00003364 hasta 0.00003586. Ello nos indica
que para el primer ensayo la sensibilidad es mayor, respecto a la cromatografia iénica y
alavez, que los limites de deteccion y cuantificacién son mejores con el ensayo de resina
de intercambio idnico acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion

atomica.

La veracidad la comprobamos usando la t-student y de acuerdo con lo indicado por

Konieczka y Namiesnik (2009); ademds, usamos el estadistico Z Score, que segun la
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Guia INMETRO (2003), es una forma de evaluar el rendimiento del laboratorio
mediante los materiales de referencia certificados. Los resultados de “p-value” 0.948,
0.801 y 0.918, obtenidos por la prueba t-student en el software estadistico de Minitab
para los dos ensayos nuevos y los valores del Indice Z (z score) 0.5861, 0.0822 y 0.2534,

concluyen que los dos ensayos son veraces.

La precision la establecemos en términos de repetibilidad usando los mismos métodos,
mismas condiciones de laboratorio y el mismo operador, en intervalos cortos de tiempo,
como indica el Instituto de Salud Publica de Chile (2010) y la ISO 5727-2 (2019), la
determinamos mediante la desviacion estandar relativa (RSD) o coeficiente de variacion
(CV) que fueron 5.263%, 11.835% y 0.819% , los cuales fueron menores que el RSD de
Horwitz 23.683%, 25.534% y 11.839%, respectivamente. Asimismo, segun lo
establecido por Konieczka y Namiesnik (2009), comprobamos mediante la Prueba Chi
cuadrado que la varianza calculada para la serie de resultados no es diferente del valor
establecido de forma estadisticamente significativa, por lo tanto, los dos ensayos nuevos

demuestran que tienen alta precision.

De acuerdo al Instituto de Salud Publica de Chile (2010), se aplicé el Test Youden y
Steiner para la determinacion de robustez en el ensayo con resina de intercambio 16nico
acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcién atémica, con se
evaluaron cuatro diferentes variables en el proceso de pre-reduccion del arsénico, donde
los efectos resultaron menores a la desviacién estdndar multiplicada por 2.24, definiendo

que las variables no generan cambios para el método (poco significativas).
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la tesis de investigacion nos permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

e Se implement6 y validé estadisticamente el ensayo para la determinacién de arsenito
(As*?) y arseniato (As*) en soluciones acuosas, utilizando resina de intercambio i6nico
acoplado a generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica, destacando la
modificacion de la resina i0nica, la cual inicialmente se encontraba en forma cloruro y
es cambiada a forma acetato con la adicion final del acido clorhidrico para mejorar la
separacion de arsenito y arseniato en las soluciones evaluadas. Este ensayo demostrd

que este método es veraz y preciso, presentando alta sensibilidad a niveles traza.

e Se implementd y valid estadisticamente el ensayo para la determinacion de arseniato
(As™) en soluciones acuosas por cromatografia iénica, con un método inicialmente
establecido para aniones inorgénicos, este ensayo demostrd que este método es veraz y

preciso, cuantificando muestras que presentan elevadas concentraciones.

e El tiempo de analisis para el ensayo por cromatografia i6nica es aproximadamente 20
minutos, a diferencia del ensayo por resina de intercambio idnico acoplado a generacion
de hidruros-espectrometria de absorcién atémica que dura aproximadamente de 2 horas

y respecto al costo es mas econémico el ensayo por cromatografia idnica.

e La presente tesis de investigacion logré implementar y validar dos ensayos para la
determinacion de especies de arsénico inorgdnico en soluciones acuosas, demostrando

ser veraces y precisos con las mejoras propuestas, el primero usado para niveles traza y
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el otro para concentraciones altas. Nuestra formacién como quimicos nos ha permitido
brindar este aporte en los ensayos analiticos para la determinacién de especies de
arsénico en muestras de agua, lo cual es de vital importancia para proteger la salud y el

medio ambiente.
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VII. RECOMENDACIONES

e Se recomienda aplicar estas metodologias en matriz de aguas naturales (agua potable,
superficial), para la evaluacién de los posibles interferentes y si afecta en la separacion

de los analitos de interés (arsenito y arseniato) de las metodologias propuestas.

e Para el ensayo mediante cromatografia idnica, se recomienda el cambio de columna y/o
detector para lograr una sefial para el As* y para cuantificar muestras de menor rango

de trabajo.

e Aplicar las metodoldgicas desarrolladas en el presente estudio para su aplicacion

matrices bioldgicas, tales para sangre u orina.
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Anexo A

IX.

Grdfica de cromatograma de 100ppb de As*’

ANEXOS

Mo. Time Peak Name Peak Type Area Height Amount
min pS*min ps ppm
3 9.13 BROMURC M 0.096 0.544 n.a.
5 18.30 ARSENICO V BMB* 0.004 D.019 95.1465
TOTAL: 0.10 0.56 95.15
3 Arsénico #2 [manipulated) 100 ppb As V ECD_1
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Nota. Tomado de software Chromeleon.
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Anexo B

Grdfica de cromatograma de 300ppb de As*’

No. Time Peak Name Peak Type Area Height Amount

min PS*min us ppm

9.11 BROMURO M 0.265 1.541 na.

4 18.34 ARSENICO V BMB* 0.012 0.059 304 7692
TOTAL: 0.28 1.60 304.77
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5 Arsénico #3 [manipulated] 300 ppb As V ECD_1

2.504
[ us

2.25]

2.004

—3=BROMURO - 9.113

751
1.25—5

0.75

0.50

=—2 - 6.553

0.25

=—1-4.677
s_s. .
_>—4-ARSENICOV - 18.337

|
L

0.00]|— .

R

-0.25

0501 = = .
0.0 2.5 50 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 23.0

Nota. Tomado de software Chromeleon.



Anexo C

Grdfica de cromatograma de 500ppb de As*’

No. Time Peak Name Peak Type Area Height Amount
min PS*min ps pPpm
2 9.10 BROMURO M 0.380 2290 7 6696
3 18.33 ARSENICO V BMB* 0.020 0.099 503.8031
TOTAL: 0.40 2.39 511.47
2 Arsénico #4 [manipulated] 500 ppb As V ECD_1
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Nota. Tomado de software Chromeleon.
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Anexo D

Grdfica de cromatograma de 700ppb de As*’

No. Time Peak Name Peak Type Area Height Amount
min PS*min us ppm
2 9.09 BROMURO M 0.470 2.893 14.2107
3 18.32 ARSENICO V BMB* 0.028 0.136 701.5396
TOTAL: 0.50 303 715.75
6.00 3 Arsénico #5 [manipulated] 700 ppb As WV ECD_1
. s Ié
&
o
4 [+
5.00- %
4.004
3.00+
i i
1
2.00 . g
1 =
' —
| =
_ ] 2
1001 5 5
j b @
C i
-] <€
T | i
] | A _
0.00 — uL,_____ . I —
] min
-1.00- T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 230

Nota. Tomado de software Chromeleon.
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Anexo E

Grdfica de cromatograma de 1000ppb de As*’

No. Time Peak Name Peak Type Area Height Amount
min US*min us ppm
2 9.07 BROMURO M 0479 3112 14.8513
3 18.32 ARSENICO V BEMB* 0.040 0.195 1008.0785
TOTAL: 0.52 3 1022.83
8.00 4 Arsénico #7 [manipulated] 1000 ppb As WV ECD_1
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Anexo F

Certificado de andlisis del estdndar de As*>
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|

rP NORGANIC & -
‘VENTUR CERTIFICATE ¢ ANALYSIS

ACCREDITATION / REGISTRATION

INORGANIC VENTURES = accredied o 150 17034, “Ceneral Requisements &
the Compatence of Reference Naterial Producers” and ISONEC 17025, “General
Roguremants for the Compatence of Testing and Caktvation Labommoses”

Inorganc Venhees & akso an IS0 9001 regisiered manuiaciuar (OSR Cantificae — —— By —
Numbar CER-1064)
PRODUCT DESCRIPTION
Product Code: Singhe Analyte Custom Grase Souson
Canakog Numbar. CRAS)
Lot Numter. PZAS3E803S
Matric 0.5% {uiv) HCI
0.3% wiv NaO#
0.06% wiv NaHCO3
Valuo ) Anaytelsx 1000 pyeel ea
Arsenic+3
Staning Matesa! As205

Suning Matesal Lote. 2286
Staning Matesal Pury: 29.9912%
CERTIFIED VALUES AND UNCERTAINTIES

Certified Value: W01 25 ppire
Desaity: 1002 gl (measured o 20 2 4°C)
Assay Iinformation:

Assay Method &1 1001 £ 4 pp'ml

lodomatic MST S04 E0d Lot Nemter: B34

- Tha Calcudated Vialue i5 & value caloulatod from the weight of 2 SEnng Mmatenal T has been certifed
drecty vi. a Natonal lnstitute of Suncands and Tectnulogy (NIST) SRRM. See Sec 4.2 lor baance

vaceabilly.
The fiowtng eguatons e ssed n T ceosston of B certied vales and $w Mg T regy
opmnded Unowtartes sapremed o e BN cond et usiog & covemge Sacioroft « 2

Page 1ol &
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Anexo G

Certificado de andlisis del estdndar de As*’

WAW. S Igrmaa i frch com

Certificate of Analysis — Certified Reference Material

Certipur® Arsenic standard solution 1000 ma/l As a1

Product no.: 1.19773.0500 et
Lot mo.: HCD2068273 —
Description of CRM: Arsenic standand solution 1000 mg/1 As
Expiry date: 2023/03/31
Storage: #+15°C 1o +25°C tightly dlosed in the original container
Compesition: H3Az0y4 In HNO; 0.5 mol/l

Assodciated uncertainty, Usk ‘o
Analyte Certified value as mass fraction (kw2) s fraction
As 990 mg/kg =5 mg/kg

Metrological traceability:  Directly traceable to NIST SRM 31033, ot 100818
Measurement method: Inductively coupled plasma oplical emission spectrometry [CP-OES

Intended use: This reference materdal ks Intended for use 25 a calbration standaed In clement
acalysis.

Instructions for handiing  Shake well before use and never pipet directly from the original container. See

and correct use: Datals for coerect use on page 2.

Health and safety Mease refer to the Safety Data Sheet for detalied information about the nature

information: of any hazard and appropriate precautions 1o be taken.

Accreditation: Merck KGaA, Dammstadt, Gemany &5 accredited by the

German accreditation
authorty DAKES as nokwnd reference materal producer D-RM-15185-01-00
n accordance with ISO 17034 and registered cadbration laboratory
DK-15185-01-00 according to DIN EN ISQ/IEC 17025,

Certificate issue date: 2020/04/14

M redeasad By Approving Oficer
- or Gelagate LS-001.QSY

- yfa&m

{{ DAKKS

Oxnapbe
Ny W g
BEN BINngIw

M‘nto.o-.qum
0e IV a0

Ol -ing. Ayfer Yadrim
150 17034 IS0/TEC 17928 Respormibie Manager of LS00GS
(Catitration Latoratory K-15185.01)

Mok 80
nomm‘ % 000, UGA, Tel #1970 715404
Ggva Ay Caceds ““ Wirame Pact, Or Owovie,
Otarc, LOM 000, Proow
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