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RESUMEN

En los ultimos afos, con el creciente desarrollo de las tecnologias, se ha
ampliado el uso que el litio tenia hasta ese momento, por lo que sus residuales
han causado impacto directo en ambientes terrestres y acuaticos. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la linealidad del método analitico para la
cuantificacion de litio en agua por Espectrofotometria de Absorcion Atomica con
llama. Luego de realizar la evaluacion de la linealidad del método, se obtuvo que
no existe una correlaciéon lineal entre el valor de absorbancia obtenida y la
concentracion de litio, concluyendo que el método no es apropiado para la

cuantificacion de litio en agua bajo las condiciones estudiadas.



ABSTRACT

In recent years, with the increasing development of technologies, the use that
lithium had until then has expanded, so its residuals have caused a direct impact
on terrestrial and aquatic environments. The objective of this work was to evaluate
the linearity of the analytical method for the quantification of lithium in water by
Flame Atomic Absorption Spectrophotometry. After evaluating the linearity of the
method, it was found that there is no linear correlation between the absorbance
value obtained and the lithium concentration, concluding that the method is not

appropriate for the quantification of lithium in water under the conditions studied.
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INTRODUCCION

El litio (Li) se puede encontrar de forma natural en una gran variedad de
reservorios, siendo su densidad equivalente a la mitad de la del agua. Es un
elemento con una gran reactividad, lo que explica por qué no puede encontrarse
en estado puro en la naturaleza [1]. Este metal tiene actualmente numerosos
usos en la industria y en la medicina; es empleado en farmacologia para el
tratamiento de pacientes psiquiatricos; es utilizado ademas, en la industria
aeroespacial en aleacion con aluminio y magnesio, y en la industria nuclear en
forma de su is6topo 6Li [2], por lo que su explotacion causa diferentes efectos
ambientales como la generacion de residuos quimicos, un impacto negativo en
la flora y fauna, y a su vez, la contaminacion del agua [3].

Se esperan contribuciones antropogénicas adicionales considerables del litio al
medio ambiente en las préximas décadas, ya que tiene la tasa de crecimiento
anual prevista mas alta entre los metales durante 2017 - 2025 (+18 %, superando
con creces al cobalto (+8,8 %) [4]. Aumentando asi la necesidad de comprender
el papel y el impacto del litio en los ecosistemas acuaticos.

Existe evidencia de que el litio en dosis mas altas que las presentes en la dieta
normal puede ser toxico para los humanos [5]. Tras la ingesta oral, el litio es
levemente tdxico, sin embargo, la tolerancia fisica difiere entre los individuos.
Entre los efectos metabdlicos adversos del litio se encuentran hipotiroidismo,
hiperparatiroidismo, cambios en los niveles de calcio, interferencia con el

metabolismo de la glucosa y aumento de peso. Ademas, se han descrito efectos
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indeseables sobre el sistema cardiovascular, el sistema nervioso central y
periférico, los riflones, el tracto gastrointestinal y la piel [6].

Una fuente mas general de exposicion al litio es el agua potable ya que en
algunas regiones el agua potable contiene cantidades significativas de este
elemento [3]. Se han realizados varias investigaciones dirigidas al estudio del litio
en agua, donde se evidencia que el litio en agua potable pasa facilmente de la
placenta al feto, afectando su crecimiento y desarrollo [7]. Broberg, Concha, et al. [8],
evaluaron el contenido de litio presente en el agua potable, ya que una alta
concentracion de este metal en el organismo provoca una alteracion de la funcion
tiroidea. También se han realizado investigaciones que vinculan los niveles de
este metal en agua potable con el indice de suicidios y comportamientos
delictivos, demostrando que sus tasas eran mas bajas en poblaciones con un alto
contenido de este oligoelemento [9, 10].

Existen diferentes técnicas utilizadas para la cuantiicacion de litio, dentro de ellas
se encuentra la Espectrofotometria de Emisién Atomica (AES, siglas en inglés),
la Espectrofotometria de Emision Atdmica con Plasma Inductivamente Acoplado
(ICP- AES, siglas eninglés), y la Espectrofotometria de Absorcion Atdmica (AAS,
siglas en inglés) [11].

El litio puede ser determinado mediante la técnica de Espectrofotometria de
Absorcion Atdmica con llama [12, 13], ya que esta es una técnica analitica
eficiente, capaz de determinar concentraciones en la escala de partes por millén
(ppm) y partes por billon (ppb) en una muestra, ademas de que es una técnica

extremadamente sensible y selectiva [14].
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El Centro de Estudio Ambientales de Cienfuegos (CEAC), implementa programas
de monitoreo para el estudio de la contaminacion de las aguas. Debido a que en
sus laboratorios no tienen implementado una técnica de cuantificacion para el
litio, se ha propuesto como obijetivo la elaboracién de un protocolo analitico para
la cuantificacion de este elemento en agua potable utilizando la técnica de
Espectrofotometria de Absorcién Atomica con llama.

Por lo tanto, para lograr lo anterior se define el siguiente objetivo:

Evaluar la linealidad del método analitico para la cuantificacion, por
Espectrofotometria de Absorcidbn Atomica con llama, del contenido de litio en

agua.
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Capitulo 1

Revision Bibliografica



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Caracteristicas del litio. Principales fuentes

El litio es un elemento que presenta relativa abundancia en la corteza terrestre.
Se encuentra ubicado en la tabla periddica en el grupo 1 [15]. Presenta una
densidad baja y es buen conductor del calor y la electricidad; reacciona de
inmediato con el agua, el dioxigeno y otras sustancias quimicas y nunca se
encuentra como elemento libre (no combinado) en la naturaleza [16]. Entre las
propiedades quimicas mas importantes se resalta que es electropositivo y sus
iones tienen un alto poder polarizante, lo que se hace notable por la gran
tendencia de los iones de litio para solvatarse y formar sustancias con enlaces
covalentes. El litio experimenta muchas reacciones: reacciona con el dioxigeno
para formar el 6xido de litio (Li2zO) y el peroxido de litio (Li2O2) y es la unica
sustancia simple que reacciona con el dinitrégeno a temperatura ambiente para
producir nitruro.

Una de las fuentes principales de litio son las salmueras [17], también se
encuentran la petalita (LiAISi4O10), el espodumeno (LiAlSi2Os), la lepidolita
K(Li,Al)3(Si,Al)4010(F,OH)2, y la ambligonita, un fosfato cuya formula es LIAIPO4F [5].
El procesamiento de minerales que contienen litio cominmente comprende
trituracion, trituracion en humedo en un molino de bolas, encolado y
concentracion por gravedad utilizando un acido graso (acido oleico) como

colector.
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1.2. Principales usos del litio

El litio tiene multiples usos y su demanda mundial se ha incrementado desde
mediados del siglo XX y se prevé que siga aumentando, ya que es un elemento
critico y tecnologicamente importante [18]. Segun datos de 2008, este metal se
utiliza principalmente en la industria del vidrio y la ceramica (37 %); la produccién
de baterias para celulares, iPods, computadoras personales y para vehiculos
eléctricos ocupa el segundo lugar (20 %). Ademas, se emplea en farmacologia
especificamente en la psiquiatria, en la industria aeroespacial en aleacion con
aluminio y magnesio. El hidroxido de litio se emplea en grasas lubricantes, como
absorbente de CO2 en submarinos y naves espaciales y para la fabricacion de
ceramicas y vidrios [2].

1.3. Toxicidad del litio

El litio representa un peligro para la salud desde los puntos de vista, fisicoquimico
y/o ecotoxicologico de acuerdo con los criterios aprobados por la Comision
Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional para clasificar sustancias peligrosas.
Las sales de litio no son muy toxicas a excepcion del litio que es altamente
corrosivo e irritante [5]. El espodumeno, el principal mineral de litio, es un silicato
que contiene hasta 8,03 % de Li20, el cual por si solo no representa un problema
toxicoldgico, sin embargo, cuando es triturado si representa un peligro para la
salud y la seguridad. Los minerales de litio finamente molidos, especialmente los
minerales de fosfato que contienen litio, son mas susceptibles al agua y a la
lixiviacion acida diluida que los minerales no triturados debido al aumento de la

superficie especifica [5].
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La combinacion del mayor uso de litio y su ventana terapéutica extremadamente
estrecha aumenta la posibilidad de una mayor toxicidad. Las concentraciones
séricas terapéuticas son normalmente de alrededor de 5,6 a 8,4 mg/L, la toxicidad
leve se observa generalmente en alrededor de 10,5 a 17,5 mg/L, la toxicidad
moderada se observa 17,5 - 24,5 mg/L y se observan sintomas graves en
424.5 mg/L [3, 5].

Aunque el litio no es un elemento esencial su consumo oral puede ser
moderadamente toxico. La principal diana de la toxicidad por litio es el sistema
nervioso central [19], afectando el metabolismo, la comunicacion neuronal y la
proliferacion celular en una variedad diversa de organismos. El carbonato de litio
se aplica en la psiquiatria en dosis bastante proximas al maximo nivel de
ingestion, su uso terapéutico indiscriminado o no supervisado puede producir
ciertos sintomas toxicos en el sistema neuromuscular, cardiovascular vy
gastrointestinal, asi como dafios renales mas graves que incluso puede causar
la muerte [5]. Concentraciones de 10 mg/L en sangre representa un
envenenamiento parcial, con 15 mg/L aparecen sintomas como confusiones y
debilitacién de la capacidad de expresion y a 20 mg/L llega a ser un riesgo de
muerte.

La ingestion de este metal causa calambres abdominales, sensacion de
guemadura, nauseas, shock, vomito y mucha debilidad. El carbonato de litio
puede ser absorbido por el cuerpo por inhalacion llegando a causar edema
pulmonar que se manifiesta después de unas horas y es agravado por el esfuerzo

fisico [20]. Entre los efectos metabdlicos adversos del litio para los seres
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humanos se encuentran: hipotiroidismo, hiperparatiroidismo, cambios en los
niveles de calcio, interferencia con el metabolismo de la glucosa y aumento de
peso, ademas también se han descrito efectos indeseables sobre el sistema
nervioso central y el periférico, los rifiones, el tracto gastrointestinal y la piel [21].
También causa defectos congénitos, especialmente del sistema cardiovascular,
como la anomalia de Ebstein (un defecto cardiaco raro cuando se administra a
mujeres durante el primer trimestre del embarazo [5].

1.4. Efectos ambientales

Las bajas concentraciones de litio no supone amenaza para la fauna y la flora, ni
los medios acuaticos; sin embargo, las plantas lo absorben facilmente ya que el
mismo estimula su crecimiento, pero en altas concentraciones puede llegar a ser
téxico, de lo anterior se puede decir que las plantas se convierten en un indicador
de altas concentraciones de litio en el suelo [1]. El litio se encuentra
principalmente en forma iénica en el agua y debido a su baja absorcion puede
lixiviarse facilmente a los acuiferos [20]. El agua superficial contiene litio en
niveles entre 1 y 10 mg/L, el agua de mar contiene aproximadamente 0,17 mg/L
de litio [3]. Otro efecto potencialmente alto es la inadecuada disposicion de las
baterias de litio, ya que estan compuestas por materiales altamente corrosivos,
inflamables y toxicos, y pueden generar graves dificultades al medio ambiente,
afectando a diferentes especies de animales, asi como a cuerpos de agua

cercanos que puedan ser afectados por la lixiviacion de estos compuestos [20].
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1.5. El litio en agua potable

Como oligoelemento, el litio que se encuentra en la roca y el suelo es movilizado
por la lluvia y se disuelve facilmente [9]. De manera natural, el agua potable
puede poseer cantidades muy variables de este elemento, lo cual depende de los
minerales con los que haya estado en contacto antes de llegar a los depdésitos de
agua [7]. El litio no es considerado un contaminante de agua por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, siglas en inglés), por lo que
no existe un estandar de calidad, ni evaluaciones de riesgo para el litio en el agua
potable [13]. La presencia de litio en el agua para beber parece tener un efecto
detectable en la salud de las poblaciones humanas, provocando efectos
negativos en las tiroides y en los rifiones. Sin embargo en estudios realizados en
poblaciones como Japdn, Texas y Austria, se ha demostrado una correlacion de
la presencia de litio en el agua y la longevidad, por lo que en los lugares en los
que el agua contiene mas litio el indice de suicidios, homicidios, y violaciones es
menor [7, 9, 13, 22]. La Region 9 de la EPA, que comprende los estados de
Arizona, California, Hawai, Nevada, ademas de las Islas del Pacifico y Las
Naciones Tribales, desarroll6 una tabla de niveles de deteccion para distintos
contaminantes quimicos. Segun esta tabla la dosis de referencia para litio es de
0,002 ppm al dia y la concentracion del nivel de deteccion en el agua potable
para litio es de 31 ppb [13, 23]. Estos niveles solo se utilizan para identificar
posibles lugares contaminados, debido a que no son estandares y solo se utilizan

para identificar las areas que requieran mayor prioridad para las restauraciones.
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1.6. Técnicas de cuantificacion de litio en agua

El litio puede ser cuantificado mediante diferentes métodos. Actualmente existen
varias técnicas analiticas para la cuantificacion de litio en agua, entre las cuales
se encuentran Espectrofotometria de Emision Atdomica con llama (flame-AES,
siglas eninglés), Espectrofotometria de Absorcion Atdmica (AAS, sigla en inglés),
Espectrofotometria de Emision Atomica con Plasma Inductivamente Acoplado
(ICP- AES, siglas en inglés) y Potenciometria con electrodos selectivos de iones
[11]. La técnica mas utilizada para la cuantificacion de litio es la
Espectrofotometria de Absorcién Atdmica con llama, ya que es una técnica muy
selectiva y con escasas interferencias espectrales.

1.7. Espectrofotometria de absorcién atbmica

La espectrofotometria de absorcién atdbmica, es una técnica extremadamente
sensible y selectiva debido a que las lineas de absorcién atémica son
considerablemente estrechas (de 0,002 a 0,005 nm) y las energias de transicién
electrénica son Unicas para cada elemento [14]. Esta técnica se puede definir
como un método analitico basado en la absorcion de energia radiante y en la
correlacién cuantitativa entre esta absorcién y la concentracion de los iones
originalmente presentes en la disolucion de la muestra en cuestion.

Para que la absorcion ocurra es necesario que el elemento esté en forma de
atomos neutros y formando una nube gaseosa. En este método esto se logra
mediante la utilizacién de una llama o de un atomizador electrotérmico (horno de
grafito) [24]. Los tipos mas habituales de atomizadores son: llama, vaporizacion

electrotérmica, plasma de argdn de corriente continua, plasma de argon inducido
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por microondas, plasma de descarga luminiscente, arco eléctrico y chispa
eléctrica. La absorcion obedece a la Ley de Lambert-Beer la cual muestra como
la absorbancia tiene una relacion directamente proporcional a la longitud de la
trayectoria a través de la solucion y a la concentracion del analito o especie
absorbente [25] (Ecuacion 1).

e'b-c

Ecuacién 1 A

Donde:

A: es la absorbancia de la disolucién a una longitud de onda dada.

b: longitud del camino optico (cm).

e: coeficiente de extincién molar (L-mol*- cm?).

c: concentracion de la disolucion (mol/L).

Existen dos tipos de interferencias en la técnica de espectrofotometria de

absorcion atomica [14, 26]:

¢ Interferencias espectrales: se producen cuando la absorcién o emision de una
especie interferente se solapa o0 aparece muy proxima a la absorcion o
emision del analito, de modo que su resolucién por el monocromador resulta
imposible. Este tipo de interferencia se puede corregir cambiando la longitud
de onda de medida o eliminando la especie interferente.

e Interferencias quimicas: se producen como consecuencia de diversos
procesos quimicos que ocurren durante la etapa de atomizacion y que alteran
las caracteristicas de absorcion del analito en la muestra. La causa mas

comun de este tipo de interferencias es la presencia en la muestra de aniones
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gue forman con los analitos compuestos poco volatiles, que disminuyen por

tanto el grado de atomizacion.
1.7.1. Espectrofotometria de Absorcion Atémica con llama
La funcién principal de la llama en la espectrofotometria de absorcion atbmica es
evaporar la muestra y disociar los compuestos resultantes de la evaporacion
tanto como sea posible [27]; la muestra se convierte en un aerosol para que
pueda evaporarse facilmente el disolvente (generalmente agua) dejando
particulas de sales, las cuales se convierten en gases debido a las altas
temperaturas de la llama y después en atomos neutros, capaces entonces de
absorber radiacidon electromagnética a ciertas frecuencias. Para ello, la muestra
se aspira por un nebulizador neumatico y se libera como finas gotas en una
camara donde se mezclan con el gas combustible y el oxidante antes de salir por
la rendija del quemador, donde se encuentra la llama. Para producirla, se utilizan
generalmente mezclas de aire-acetileno (temperatura aproximada de 2 200°C) u
oxido nitroso-acetileno (temperatura aproximada de 2 700°C), dependiendo del
analito y la relacion S/R (sefal/ruido) requerida [28]. La efectividad de la llama en
la EAA se puede caracterizar mediante el producto de la concentracion atémica
media del elemento de interés por la longitud del paso éptico en la llama, para
una concentracion dada de la solucion aspirada. Los gases que se producen en
la combustién arrastran los atomos producidos en la misma, por lo que su

estancia en el haz de radiacion es muy corta [27].
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1.8. Verificacion de métodos analiticos

La validacion de métodos es un requisito importante en la practica de los analisis
quimicos, proporciona un alto grado de confianza y seguridad en el método
analitico y en la calidad de los resultados. El proceso de verificacion es mucho
mas simple que el de validacion, permitiendo conocer lo suficiente acerca del
desemperio analitico del método y a la vez cumplir con la normativa que rige el
trabajo de los laboratorios. En el proceso de verificacion de métodos se obtienen
datos del desempefio del sistema de medicion en las condiciones de trabajo del
laboratorio y luego es cotejado con las especificaciones brindadas por el
fabricante de reactivos y con los requerimientos de calidad disponibles de
distintas fuentes [29]. La verificacibn es un proceso que aplica métodos y
procedimientos para determinar si el control y la medida han funcionado
anteriormente o estan funcionando actualmente segun lo planificado. La
verificacion se asemeja a la validacién, ya que la verificacién es una validacion,
donde los requisitos especificados son adecuados por un uso previo [30].

1.9. Determinacion de errores burdos

Un error burdo se puede definir como una observacion en un conjunto de datos
gue parece ser inconsistente de este conjunto de datos. Unas de las estrategias
para minimizar el efecto de los errores burdos es tratar de identificarlos y
distinguirlos de cualquier variacion casual, permitiendo al analista inspeccionar
los datos sospechosos y si es necesario, corregir o remover los valores

erréneos [31].
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Tres pruebas para detectar errores burdos en una distribucion normal fueron
desarrolladas y extendidas por Grubss [31]. Todas utilizan estadisticas basadas
en la desviacion estandar. La primera de estas es una prueba para un solo valor
erratico. La segunda prueba es para un par de valores errbneos a extremos
opuestos del conjunto de datos y la tercera busca valores erraticos sobre el
mismo extremo de conjunto de datos [31, 32].

En este trabajo se emplea la primera prueba de Grubss, para esta se calculan

dos estadigrafos: G,,4, Y G-

P X -X
Ecuacion 2 G, = prorré 1

P X, —X
Ecuacion 3 Gy = n - prom

Donde:

Xprom: €S €l valor promedio de los valores replicados.

X;: es el valor minimo de los valores replicados.

X,: es el maximo de los valores replicados.

S: es la desviacion estandar de los valores replicados.

Si G;, Y/0 G4, €xceden el valor critico para un determinado nivel de confianza

(usualmente 95 %) los valores probados se consideran errores burdos.
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1.9.1 Parametros requeridos en el proceso de verificacion

Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para proveer resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un rango de
trabajo establecido [33]. Se determina mediante una curva de calibracion
comprobando la linealidad analizando patrones de diferentes concentraciones.
Para comprobar la linealidad de un método se realizan distintos analisis
estadisticos entre ellos: el andlisis de la regresion, las pruebas de hipotesis para
la significacion estadistica de la pendiente y el intercepto y sus respectivos
intervalos de confianza, analisis estadisticos de los residuales y la prueba de falta
de ajuste (LOF por sus siglas en inglés) [31, 34].

e Significacion estadistica de la pendiente y del intercepto

A partir del andlisis de regresion se obtiene como resultados una tabla de ANOVA
para el intercepto y la pendiente. Mediante esta tabla se pueden utilizar los
valores de los estadigrafos t de Student y el valor p relacionado para comparar si
la pendiente y el intercepto son significativamente diferentes de cero [31].

La pendiente debe ser diferente de cero ya que es necesario que los valores de
las respuestas de la medicidn y la concentracion estén correlacionados. Para un
95 % de confianza, el valor p debe ser muy pequefio y el valor de la t de Student
debe de ser mucho mayor que el valor critico. Si el intercepto no es
significativamente diferente de cero, el valor de la t Student experimental es
menor que el valor critico y el valor p ser& mucho mayor que el valor de

significacién esperado [31, 34].
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Los intervalos de confianza para los estimados de la pendiente y el intercepto se
calculan a través de las Ecuaciones 4 y 5 [31, 35]:

Ecuacion 4 b+t-S,

Ecuacion 5 att-S,
Donde:
ay b son el intercepto y la pendiente respectivamente.
Sa ¥y Sb son las desviaciones estandar por los estimados del intercepto y la
pendiente respectivamente.
t es el valor de la t de Student de dos colas al nivel de significacion de 0,05y con
n-2 grados de libertad.
¢ Significacién estadistica de la regresion
Un método comun para estimar cuan bien los puntos experimentales se ajustan
a una linea recta es calcular el coeficiente de correlacién. La significacion
estadistica de la regresion se realiza con el objetivo de comprobar si el coeficiente
de correlacion es significativo o no. Para ello es necesario emplear una prueba
estadistica considerando el nimero de puntos empleados en el calculo. El
método mas simple es calcular el valor de t de Student (Ecuacién 6), donde el
valor de la t de Student es comparado con el valor tabulado usando una prueba

de dos colas al nivel de confianza deseado para n-2 grados de libertad [35].

Ecuacion 6 t =

Donde:
t: es lat de Student.
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n: es el nUmero de puntos empleados para calcular el coeficiente de correlacion.
e Prueba de falta de ajuste

A partir de la construccion de una curva de regresion ajustada o de calibracion
se puede verificar si la calibracion cumple con los parametros de linealidad [36].
Las pruebas estadisticas tales como Fratio recomendado por la [IUPAC, la prueba
de Mandel, la significacion del término cuadratico y falta de ajuste (LOF, lack-of-
fit) son pruebas que se proponen para verificar si existe linealidad en una curva
de calibracion externa [36, 37]. El método mas empleado es la prueba de falta de
ajuste [36, 38]. Para llevar a cabo la prueba de falta de ajuste, la variabilidad total
de las respuestas se descompone en la suma de cuadrados debido a la regresion
y la suma de cuadrados de los residuales. La suma de cuadrados de los
residuales se divide en la falta de ajuste (desviacidon de la linealidad) y la suma
de cuadrados del error puro (a partir de los puntos repetidos). La suma de

cuadrados total de las desviaciones de y;; del promedio se denomina SS;,¢,; Y s€

descompone en tres sumas de cuadrados: debido a la regresién (reg), debido a

la falta de ajuste (LOF, siglas en inglés) y debido al error puro (pe, siglas en

inglés).
Ecuacién 7 SStotal = SSreg + SSres
Donde:
Ecuacién 8 SSres = SSiof + SSpe
Ecuacion 9 SStotal = SSreg + SSres + SSpe
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La falta de ajuste se comprueba mediante el estadigrafo F, mediante el cual se
compara el valor de F obtenido con el valor critico. Si F es menor que el valor
critico se concluye que la regresion es lineal y a este tipo de linealidad se le

denomina linealidad “in-line” [34].

Ecuacion 10 Fr= &2 = —>2lof

Donde:

MSS,,s: cuadrado medio de la falta de ajuste (siglas en inglés).

MSS,.: cuadrado medio del error puro (siglas en inglés).

n: es el numero total de observaciones.

c: es el numero de niveles de concentraciones.

Precisién

La precision se utiliza para describir que tan semejantes son los resultados
obtenidos. Son expresados mediante parametros estadisticos que describen la
propagacion de los resultados mediante la realizacion de mediciones repetidas
en un material adecuado en condiciones especificas [33]. Se realiza una medida
en la cual se deben obtener replicados a partir de los cuales se observa el grado
de concordancia que los resultados tienen entre si. La precision se puede
considerar a tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

Repetibilidad: la repetibilidad estudia la variabilidad del método efectuando una

serie de analisis sobre una misma muestra analizada por un mismo analista
utilizando los mismos equipos y reactivos, en un mismo laboratorio y en un corto

periodo de tiempo.
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Precision intermedia: se aplica a variaciones dentro de un mismo laboratorio: en

diferentes dias y/o diferentes analistas y/o diferentes equipamientos.

Reproducibilidad: la reproducibilidad evalta la concordancia entre resultados

independientes obtenidos mediante la variacion del equipamiento instrumental o
del laboratorio [33].

La reproducibilidad intralaboratorio o precision intermedia se puede determinar
como se muestra en la Ecuacion 11 [32, 39, 40].

Ecuacion 11 S& =S2+S3

Donde:

SZ: es la varianza de la precision intermedia.

S2: es la varianza de la repetibilidad.

SZ: es la varianza entre condiciones.

A partir de estos datos, se calculan las correspondientes desviaciones estandar
relativas (RSD, y RSDg).

En 1982 Horwitz, disefid6 una expresion para predecir el valor esperado de las
desviaciones estandar relativa para la reproducibilidad (Ecuacion 12) [41]:

Ecuacion 12 % PRSDg = 2(1-0,51080)

Donde c es la concentracion del analito en fraccion masica.

Se ha demostrado que la relacién anterior se representa mejor a partir de tres
ecuaciones que cubren desde las altas a las bajas concentraciones [42]:
Sic<1,2-1077 se determina como: PRSDg = 0,22C.

Si1,2-1077 < ¢ < 0,138 se determina como: PRSDy = 0,02C%8495,
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Sic >0,1387 se determina como: PRSDg = 0,01C%>.

Para andlisis repetidos realizados por un solo operador y un solo laboratorio tanto
en validaciones como verificaciones intralaboratorio el % RSDr = 0,2 a 0,3 veces
el % PRSDr mientras que para la precision intermedia % RSDr = 0,2 a 1,0 veces
el % PRSDr.

Veracidad

La veracidad del método se define como la proximidad o concordancia entre los
resultados obtenidos experimentalmente a través de un numero infinito de
pruebas repetidas y un valor de referencia [30]. La veracidad del método se
puede evaluar mediante la medicion de la recuperacion (Rec%) de muestras
fortificadas con el analito o la comparacion de los resultados obtenidos y un
método de referencia [43]. La recuperacion puede determinarse en una muestra
fortificada mediante la Ecuacién 13 y para muestras que han sido diluidas se

emplea la Ecuacién 14 para el célculo de la recuperacion del analito [44].

(Cf — Co)

Ecuacion 13 Rec% =
Ca

Donde Rec% es el porcentaje de recuperacion del analito desde la matriz, Cfes
la concentracidon determinada de la muestra fortificada, Co es la concentracion

inicial del analito en la matriz y Ca es la concentracion del analito afiadida.

., C
Ecuacion 14 Rec% = C—O * 100%
e
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Donde Ce es la concentracion esperada para muestras que se conocen su
concentracion que fueron diluidas y Co es la concentracién observada.

Para la evaluacién de la recuperacion obtenida se puede emplear una prueba de
t de Student a un nivel de significancia de 95 % y n-2 grados de libertad. Si la t
de Student obtenida es menor que la t tabulada, la recuperacion obtenida no
difiere significativamente del 100 %

Sesgo

El sesgo se define como la diferencia entre el promedio calculado de los
resultados de medicion y un valor de referencia aceptado, es el error sistematico
total pudiendo existir uno o mas componentes de error sistematico que contribuye
al sesgo [39].

Dos herramientas muy Utiles para probar la presencia del sesgo proporcional
(recobrado, R, significativamente diferente de 1) y sesgo constante
(desplazamiento, 6. significativamente diferente de 0), debido a los efectos de
matriz es el método de adicibn de estandar y el método de Youden
respectivamente [39, 45].

Por la aplicacién del método de adicién estandar a porciones representativas de

una muestra real se obtienen las siguientes ecuaciones [39]:

Ecuacion 15 Y = asam + bsam * Casadida

Donde:
Y: valor de la respuesta analitica para las muestras a partir del método de adicion

de estandar.
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agam. €S el intercepto de la linea recta obtenida a partir del método de adicion de
estandar.

bsam: €S la pendiente de la linea recta obtenida a partir de la adicion de estandar.
Canadida: €S la concentracion del analito adicionado.

Ecuacion 16 bsam
R = b

Donde:

R: es el recobrado de consenso.

b: es la pendiente de la linea recta de calibracion de los estandares de
calibracion.

La ausencia de sesgo proporcional corresponde a bgay=b, 0 en términos de
recobrado, R = 1. Esto debe de ser chequeado mediante una prueba de t de
Student, donde el valor obtenido se compara con el valor tabulado para dos colas
y n-1 grados de libertad y un determinado nivel de confianza (usualmente 95 %)
[31]. Silat calculada es menor que la t tabulada el recobrado de consenso no es
significativamente diferente de 1, es decir no hay sesgo proporcional [39].

El método de Youden consiste en analizar dos o0 mas cantidades diferentes
(masas o volumenes) de una muestra que es representativa de las muestras de
rutina. En este caso, el sesgo constante se puede estimar a partir de la siguiente

expresion matematica [45]:
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Ecuacion 17 8ct =

Donde:

X, Y X: son los promedios de los resultados analiticos obtenidos cuando se
analizan las cantidades de muestras W, y W,,, respectivamente y §.; es el sesgo
constante.

La ausencia de sesgo constante del procedimiento analitico debe ser
comprobando para la significacion estadistica empleando una prueba de t de
Student, la cual se compara con una t de Student tabulada de dos colas. Sila t
de Student calculada es menor que la t tabulada, el sesgo constante no es
significativo estadisticamente a un nivel de confianza dado (usualmente 0,05) y
nes grados efectivos de libertad (Ecuacién 18).

Ecuacion 18 w = ﬁ + ﬁ

Nef rg Iy
Donde:
Xy ¥ son los valores esperados de x ey, r; Y r, son los grados de libertad
asociados a las varianzas de las distribuciones de x e y con los valores esperados
Ry§.
En la préactica los valores esperados X y ¥ son usualmente desconocidos.

Si el sesgo constante es significativo el procedimiento debe ser revisado. Si

durante el estudio del efecto matriz, existen sesgo proporcional y sesgo contante,
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entonces el valor de la concentracion estimada es corregida para el analito como

se muestra en la Ecuacion 19:

Ecuacion 19 7 — Fnatiada — Oct
R

Donde, Zy.11.42 €S la concentracidon no corregida del analito.

Limite de deteccion

El objetivo fundamental del limite de deteccién (LOD siglas en inglés) es
establecer la concentracion mas baja del analito presente en una muestra, que
puede ser detectada utilizando un procedimiento de medida dado con un nivel de
confianza especifico [33]. Existe un limite de deteccion del instrumento y un limite
de deteccion del método. El limite de deteccion del instrumento consiste en el
analisis de una muestra blanco, mientras que el limite de deteccién del método
es el valor obtenido para muestras que hayan sido sometidas a todo proceso del
método de ensayo [44]. El limite de deteccion expresado en términos de

concentracion se determina mediante la Ecuacion 20 [46].

- - S
Ecuacién 20 LOD = C"%

Donde, n es el niumero de réplicas de observacion promediadas, S es la
desviacion estandar del blanco, b es la pendiente de la recta obtenida por el
meétodo de minimos cuadrados y ¢ es una constante que se determina mediante
una tabla que contiene la distribucion t de Student con n-1 grados de libertad y

nivel 1-a. El valor aproximado y frecuentemente utilizado de la tabla es 3 [47].
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Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ siglas en inglés) se entiende como la minima
cantidad de analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las
condiciones experimentales descritas, con una adecuada precision y exactitud [33].
Para el célculo del limite de cuantificacion se analiza el blanco de la muestra
varias veces y se obtiene la sefial media y su desviacion estandar en unidades
de concentracién [47]. El LOQ expresado en términos de la concentracion se

determina mediante la Ecuacion 21 donde ¢ toma un valor de diez [39, 46].

c: Sblanco

Ecuacion 21 LOQ = 5
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos y materiales de laboratorio

Los reactivos empleados fueron KCI calidad suprapuro (TITOLCHIMICA), HNO3
al 65 % calidad suprapuro (Merck) y una solucion patron de LiNOs (Certipur) que
contiene 1000 mg/L de litio, todos los reactivos utilizados fueron de grado
analitico. El agua utilizada fue ultrapura de tipo 1, la cual fue preparada utilizando
un sistema purificador de agua E-Pure™ modelo D4642-33 con 18 MQ-cm de
resistividad a 25 °C.

Los materiales de laboratorios empleados fueron: dispensador (BRAND),
matraces aforados de 50 mL (BRAND), vasos de precipitados de 50 y 100 mL,
micropipeta con capacidad de 100 — 1000 pL (Socorex modelo ACURA 826)
espatulas plasticas, embudos de vidrio y vidrio reloj. También fue utilizada una
balanza analitica con una resolucion de 0,0001 g (Intelligent).

Cada material utilizado fue tratado con disolucién acuosa de HNOs al 10 % por
24 horas y posteriormente lavados no menos de tres veces con agua destilada
antes de su utilizacion.

2.2. Andlisis de las disoluciones patrones por Espectrofotometria de Absorcién
Atomica con llama

Las disoluciones patrones se analizaron utilizando un espectrofotémetro de
absorcion atdbmica novAA 400P. En la Tabla 2.1 se muestran las caracteristicas

fundamentales del espectrofotdmetro de absorcion atomica novAA 400P.
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Tabla 2.1. Caracteristicas del espectrofotometro de absorcién atbmica

Tecnologias

Tecnologia de llama en un
espectrofotometro de un solo haz y de
doble haz.

Correccion de Fondo

Correccion de fondo de deuterio con
lampara D2HKL regulada  por
corriente.

Espectrofotometro

Disposicion de doble haz con prisma
angular y espejo de sector rotatorio
para el acoplamiento de recorrido
optico de referencia. Alto rendimiento
luminico y alta estabilidad de linea de
base.

Sistema Optico de espejos revestido
de cuarzo.

Fotomultiplicador de rango amplio
R928, de 9 niveles.

Monocromador

Disposicion Czerny- Turner
modificada con rejilla holografica
plana, ajuste automatico de longitud
de onda y anchura de la ranura.

Rango de longitudes de onda: 185 a
900 nm.

Anchura de ranura: 0,2 nm, 0,5 nm,
0,8 nm, 1,2 nm.

Para el estudio se utilizaron las condiciones establecidas por el manual del equipo

y la utilizacién del método EPA 7430 [48], como se muestra en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Condiciones establecidas para el estudio

Tipo de llama C2Hz/Aire
Solucién madre LiNO3 (1000 mg/L)—HNOs3 1 %
Buffer de ionizacion KCI5 %
Rango de trabajo 0,1-2,0 mg/L
Longitud de onda 670,8 nm

2.3. Evaluacion de la linealidad

La linealidad del método fue evaluada mediante una curva de calibracion
partiendo de una solucién patrén de litio de concentracion 1000 mg/L., de la cual
se prepararé una solucion intermedia de concentracion 100 mg/L, donde se
tomaron diferentes alicuotas para la obtencién de la concentracion final deseada.
Se utilizaron 0,3 mL de KCI al 5 % como un agente supresor de ionizacién y se
enraso con disolucion acuosa de HNOs al 1 %. En total se prepararon diez puntos
de la curva de calibracion graficando la respuesta de la medicion (Absorbancia)
contra concentracion, donde cada punto fue analizado por tripilicado. El intervalo
de trabajo utilizado fue de 0,1 — 2 mg/L.

La solucion acuosa de HNOs al 1 % se prepard afadiendo en un matraz
aproximadamente 15,4 mL de HNOs al 65 % y se completd hasta 1 L con agua
destilada.

La solucion de KCl al 5 % se prepard pesando aproximadamente 53 g de KCl y

diluyendo en 1 L de agua destilada.
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Para la evaluacion de la linealidad se realizaron las siguientes acciones:

e Se comprobd la existencia de posibles errores burdos, se realizaron las
pruebas estadisticas apropiadas (el intervalo de confianza del intercepto y la
pendiente, el coeficiente de correlacion y se realizé la prueba de falta de
ajuste). Ademas, se calcularon y se graficaron los residuales.

Determinacion de los errores burdos

Tras la obtencion de un dato experimental se debe verificar su idoneidad. Para

ello se determind la posible presencia de errores burdos utilizando el test

estadistico de Grubbs. Se planteé la siguiente prueba de hipotesis a un 95 % de
confianza:

Ho: no existen errores burdos.

Hi: existen errores burdos.

Si Gearcutada > Grabuiada S€ F€Chaza la hipétesis nula, indicando que si existen

errores burdos.

Si Geaicutada < Grapuiada, S€ @cepta la hipétesis nula por lo que se corrobora la

no existencia de errores burdos.

Evaluacion del coeficiente de correlacion

Un coeficiente de correlacién alto (> 0,99) es recomendado como evidencia de

una buena correlacion concentracion — lectura resultante [49].

Significacion estadistica de laregresion

La significacion estadistica de la regresion fue evaluada mediante una prueba de

t de Student, para un nivel de confianza del 95 % y n-2 grados de libertad. La t

de Student experimental se calculo de acuerdo a la Ecuacion 6.
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Prueba de hipotesis para la evaluacion del coeficiente de correlacion

Ho: no existe correlacion entre los valores obtenidos.

Hi: si existe correlacion entre ambos valores.

Si la t experimental es mayor que la t tabulada se rechaza la hipétesis nula, lo
gue significa que si existe correlacion entre los valores obtenidos. Sin embargo,
si la t experimental es menor que la t tabulada se acepta la hipdtesis nula
indicando que no existe correlacion entre ambos valores.

Significacidn estadistica de la pendiente [31, 50]

Para comparar si la pendiente es significativamente diferente de cero se realizé
una prueba de hipétesis utilizando la t de Student con un 95 % de confianza y
n-2 grado de libertad. Se determiné el intervalo de confianza de la pendiente
utilizando la Ecuacion 4.

Prueba de hip6tesis para la significacion estadistica de la pendiente

Ho: pendiente=0
Hai: pendiente # 0
Si el valor obtenido de la t experimental es mayor que el de t tabulada se rechaza
la hipétesis nula, lo que significa que la pendiente es significativamente diferente
de cero. Sin embargo si el valor obtenido de la t experimental resulta ser menor
que el valor de t tabulado se acepta la hipotesis nula por lo que la pendiente seria

igual a cero.
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Significacién estadistica del intercepto [31, 50]

Para evaluacién estadistica del intercepto se utilizé una t de Student empleando
la siguiente prueba de hipdétesis con un 95 % de confianza y n-2 grado de libertad.
Fue determinado el intervalo de confianza del intercepto mediante la Ecuacion 5.

Prueba de hipétesis para la significacién estadistica del intercepto

Ho: intercepto = 0

Ha: intercepto # 0

Si t experimental es mayor que t tabulada se rechaza la hipétesis nula, indicando
que el intercepto es significativamente diferente de cero. El intercepto se
considera estadisticamente igual a cero si el valor obtenido de t experimental es
menor que el valor de t tabulado.

Prueba de falta de ajuste [50]

La prueba de falta de ajuste se realizé mediante un andlisis de varianza utilizando
una prueba de F con a = 0,05 con c-2 grados de libertad del numerador y n-c
grados de libertad del denominador, donde c es el nUmero de niveles distintos.
El estadigrafo F fue determinado mediante la Ecuacion 10.

Prueba de hip6tesis para el andlisis de varianza

Ho: la funcién de regresién es lineal.

Hi: la funcion de regresién no es lineal.

Al determinar F experimental si el valor obtenido es menor o igual que el valor de
F tabulado se acepta la hipétesis nula y se puede decir que la funcion de
regresion es lineal. Sin embargo, si el valor obtenido es mayor que el valor de F
tabulado se rechaza la hipotesis nula, indicando que la funcion de regresion no

es lineal.

33| Pagina



Capitulo 3

Presentacion y Analisis de los Resultados



PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1. Comprobacion de errores burdos

Se analizaron los datos teniendo en cuenta el criterio de linealidad. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a la determinacion de errores burdos. En
todos los casos G experimental fue menor que G tabulada para un 95 % de
confianza, aceptandose la hipétesis nula demostrando asi que no existen errores
burdos (Anexo A.1).

3.2. Andlisis de la linealidad

La linealidad fue evaluada mediante una curva de calibracion utilizando diez
niveles de concentracién y tres réplicas en cada punto. En la Tabla 3.1 se
muestran los datos obtenidos al realizar la curva de calibracion para la
determinacion de litio en el intervalo de trabajo 0,1 — 2 mg/L.

Andlisis de regresion simple de Absorbancia vs Concentracién

Se realizo el analisis de regresion simple como se observa en la Figura 1,
evidenciandose que existe una correlacion altamente significativa entre el valor
de absorbancia obtenida y la concentracion de litio, R = 0,9983 como se muestra

en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.1. Valores experimentales de absorbancia obtenidos para tres réplicas

Concentracion(mg/L) | Absorbancia 1 | Absorbancia 2 Absorbancia 3
0,1 0,0126 0,0124 0,0116
0,3 0,0420 0,0410 0,0397
0,5 0,0657 0,0662 0,0646
0,7 0,0929 0,0931 0,0914
1 0,1342 0,1340 0,1338
1,1 0,1435 0,1403 0,1400
1,3 0,1730 0,1729 0,1726
1,4 0,1947 0,1961 0,1938
1,6 0,2185 0,2180 0,2212
2 0,2706 0,2671 0,2704

Curva de Calibracion
0.30 -
0.25 -
0.20 -

[%2]
2 0.15 -

y = 0.1364x - 0.0022
R?2 =0.9983

0.10 -

0.05 -

000 T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5
c(Li) mg/L

Figura 1. Representacion grafica de la curva de calibracion
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Taba 3.2. Parametros estadisticos de la regresion

Parametro Valor
Coeficiente de correlacion multiple 0,999146155
Coeficiente de determinacion R? 0,998293039
R? ajustado 0,998079669
Error tipico 0,003601579
Observaciones 30

El estadigrafo R? indica que el modelo ajustado explica el 99,91 % de la
variabilidad en la absorbancia. El coeficiente de correlacion igual a 0,999 > 0,99
demuestra que existe una correlacion entre la absorbancia y la concentracion.
Significacién estadistica de la regresion

Para comprobar si existe correlacion entre los valores de absorbancia y las
concentraciones se realiz6 una prueba de hipétesis para un 95 % de nivel de
confianza y 28 grados de libertad, se obtuvo un valor de t experimental igual a
127,98, mientras que el valor de t tabulada fue de 2,06, por lo que t experimental
es mayor que t tabulada, rechazandose asi la hip6tesis nula, lo que significa que
si existe correlacion entre los valores obtenidos. El valor p obtenido (0,0001) es

menor que 0,05 demostrando que la hipotesis nula no se cumple.
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Significacién estadistica de la pendiente

Al analizar este parametro el valor obtenido de t experimental en la significacion
estadistica de la pendiente fue mucho mayor que el valor de la t tabulada
(texp = 68,40 > tiab = 2,06) para un 95 % de confianza y 28 grados de libertad. Se
rechaza la hipotesis nula, demostrando que la pendiente es significativamente
diferente de 0, lo que indica que existe una relacion de proporcionalidad entre los
valores de absorbancia y las concentraciones de litio. El valor p obtenido (2,32:10%?)
fue mucho menor que 0,05 demostrando que la hipotesis nula no se cumple. Se
obtuvo un intervalo de confianza para la pendiente de 0,1 £ 0,4.

Significacién estadistica del intercepto

La evaluacion de la significacion estadistica del intercepto, se realiz6 mediante
unat de Student. Se obtuvo un valor de t experimental igual a 0,95, aceptandose
la hipétesis nula. Debido a que la t tabulada es igual a 2,06 (texp < tab) para un
95% de confianza y 28 grados de libertad, y el valor pequefio del intercepto en el
analisis de regresion se puede considerar que el intercepto es estadisticamente
igual a 0. Lo anterior se corrobora a partir del intervalo de confianza del intercepto
qgue fue de 0 + 0,5 el cual incluye al cero. Se obtuvo un valor p igual a 0,36, el
cual es mayor que 0,05 demostrandose asi que la hipétesis nula se cumple.
Prueba de falta de ajuste

Para la verificacion del modelo, se evallo la prueba de falta de ajuste para la
determinacién de la tendencia lineal de datos. La prueba de falta de ajuste se
realiz6 mediante un andlisis de varianza. El valor de F obtenido fue mayor que el

valor de F tabulado para un 95 % de confianza y 20 grados de libertad en el
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denominador y 8 grado de libertad en el numerador, Fexp=25,76 > Ftab = 2,45 (Ver
Anexo A.2). Lo que implica que se rechaza la hipétesis nula, por lo que el modelo
lineal no se ajusta a los datos experimentales en el intervalo de trabajo y en las
condiciones estudiadas. Lo anterior expuesto se corrobora con el analisis de
residuos.

Analisis de residuos

La homogeneidad de varianza de las absorbancias se comprobdé mediante un
gréfico de residuos contra la concentracion de litio. En la Figura 2 se representa

el grafico de residuales obtenidos.

0.008 -
0.006 - ¢
0.004 -
0.002 - ¢

Residuos
(]
&
&P
L

0.002 ¢ 0.5 1 ¢ 15 7 25
0.004 -
0.006 - .
0.008 -

Variable X 1

Figura 2. Grafico de los residuales
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Como se observa al graficar los residuales contra las concentraciones los
residuos no se distribuyen homogéneamente, observandose que todos los
puntos no se encuentran distribuidos uniformemente alrededor del eje x. Un
modelo es considerado lineal mientras la varianza de los residuales demuestre
homocedasticidad, por lo que en el Gréafico 2 se evidencia que no existe
homocedasticidad, reafirmando asi que no existe una correlacion lineal entre la

concentracion de litio y la absorbancia obtenida.
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CONCLUSIONES

e EI método de cuantificacion de los contenidos de litio en agua, por
Espectrofotometria de Absorciéon Atémica con llama, no cumple con el
requisito de linealidad por lo que no resulta adecuado para el uso previsto en

las condiciones de trabajo empleadas.
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ANEXOS

Anexo A.1l. Resultados del andlisis de errores burdos

Parametro Concentracion | Gmin Gmax Gtabulada
mg/L
0,1 1,123 0,791
0,3 1,038 0,956
0,5 0,971 0,411
0,7 1,150 0,490
1 1,044 0,949
Linealidad 1,1 0,668 1,149 2,290
1,3 1,104 0,844
1,4 0,909 1,070
1,6 0,720 1,141
2 1,153 0,620
Anexo A.2. Resultados obtenidos en la prueba de falta de ajuste
SSPE n-c | MSPE SSLF c-2 | MSLF A Fexp Ftab
3.2.10-5 |20 |1,510-6 | 3,11-10-4 8 389105 0,05 |2576 |245
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