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ANTECEDENTES

Se han desarrollado Normas Internacionales dirigidas a la determinaciéon de Bifenilos
Policlorados en matrices como Agua y Suelo, tales como USEPA 8082, USEPA 8270 y a
matrices de aceites dieléctricos ASTM D 4059, las cuales estan fundamentalmente dirigidas
a la determinacién de aroclores (agrupaciones de cogéneres de bifenilos policlorados),

siendo en el Ultimo caso un método de determinacidon dePCB por comparacién de areas.

La Direccion General de Salud Ambiental -DIGESA del Ministerio de Salud viene
coordinando el Proyecto "Manejo y Disposicion Ambientalmente Racional de Bifenilos
Policlorados" el cual es ejecutado por la O”anizacion de las Naciones Unidas para el
Desarrollo Industrial - ONUDI con el objetivo de establecer practicas de gestion
ambientalmente racional para los PCB y aumentar el retiro y eliminaciéon de equipos y

residuos que contengan PCB.

En base a esto el proyecto plantea realizar un inventario de PCB cuantificando la existencia
de equipos contaminados con PCB para lo cual se utilizara como instrumento de
seguimiento los analisis realizados por laboratorio acreditados y con método de

determinacion de PCB por cromatografia debidamente validados.

Consecuencia de ello se decide realizar la validacién y estimacion de la incertidumbre del

método de ensayo "Determinacién de Bifenilos Policl*~re en aceites dieléctricos por

cromatografia de gases”
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se desarrolla la validacion y estimacion de la
incertidumbre de bifenilos policlorados en aceites dieléctricos, comenzando con una
descripcion del analito a determinar mencionando sus caracteristicas, evolucion en el tiempo
e implicancia que tiene en la actualidad.

En el capitulo 1 se desarrolla el marco tedrico describiendo las caracteristicas del analito a
estudiar.

En el capitulo 2 se desarrolla el método de ensayo, donde se describen el alcance y las
especificaciones para que este método sea desarrollado

En el capitulo 3 se plantean los objetivos en base a la validacion asi como los parametros a
evaluar para determinar si es o no valida la aplicacion del método de ensayo, ademas se
detallan los resultados intermedios y finales del procedimiento de validacion, donde se
desarrollaran los pardmetros de este método. El método de ensayo resultd veraz obteniendo
un P-Value minimo de 0.119. El método resultd preciso obteniendo un RSD de
reproducibilidad maximo de 0.243%. El métrao resultd lineal obteniendo una ecuacion lineal
con coeficiente de correlacion de 0.998. El método resulté robusto con indice de robustez de
0.053, 0.053, 0.055. Se calcul6 el limite de deteccién y el limite de cuantificacion los cuales
resultaron 0.171 y 0.470 mg/Kg respectivamente.

En el capitulo 4 se describe el procedimiento de estimacion de la incertidumbre y se procede
a calcular la incertidumbre, se dedicd un capitulo entero a este parametro ya que este es el
mas complejo de realizar. El resultado de la incertidumbre fue 2.000 mg/Kg + 0.707 mg/Kg.
Finalmente se agrupan los resultados obtenidos y se describen las conclusiones del informe

estudiado.
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INTRODUCCION

Los Bifenilos Policlorados, mas conocidos como PCB (por sus siglas en inglés),
han demostrado, mas que otras sustancias, que una vez que estos productos quimicos
son vertidos al medio ambiente permanecen alli durante generaciones, desde que en
1920 aparecieron por primera vez fueron consideradas de un valor incalculable para

instalaciones eléctricas, maquinarias y edificios.

Los productos quimicos son practicamente invisibles y no son algo comin con lo que la
gente esté advertida al contacto. Pocas generaciones mas tarde los PCBs ya se habian
extendido en todo el mundo y ahora se pueden hallar tanto en los organismos humanos,
como en los animales y los productos alimenticios. Cuando en los afios 70 resultd
evidente que los PCBs eran un peligro para la salud fueron prohibidos para la mayoria de
los paises desarrollados. Los PCBs sencillamente no desaparecen, al contrario,

continlan causando dafios todos los dias.

La Direccion General de Salud Ambiental-DIGESA del Ministerio de Salud viene
coordinando el Proyecto “Manejo y Disposiciéon Ambientalmente Racional de Bifenilos
Policlorados" el cual es ejecutado por la Organizacion de las Naciones Unidas para el
Desarrollo Industrial-ONUDI con el objetivo de establecer practicas de gestion
ambientalmente racional para los PCBs y aumentar el retiro y eliminacién de equipos y

residuos que contengan PCBs.

Dado que las diversas aplicaciones de los PCBs sobre procesos industriales y su
demostrada toxicidad. Es importante conocer exactamente la concentracion de PCBs que
se hallan en las diversas fuentes (aceites dieléctricos, pinturas, liquidos refrigerantes,

etc.), en el ambiente (agua, suelo), en los residuos, alimentos o matrices bioldgicos como
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leche materna, sangre, etc., para identificar donde estan, conocer el dafio, evaluar el

riesgo y finalmente adoptar decisiones para eliminar, controlar y prevenir el riesgo

La deteccién de PCBs puede realizarse a partir de diferentes métodos electrométricos
utilizando equipos como el L2000DX o métodos colorimétricos utilizando Kits Clor-N-Qil,
Clor-N-Soil. Siendo éstos métodos de bajo costo, portatiles y con resultados
instantaneos; no obstantes, carecen de precision, son menos confiables pudiendo
resultar en falsos negativos o falsos positivos. Sin embargo, la determinacion de PCBs
por cromatografia gaseosa resulta ideal al ser mas precisos y confiables, pudiéndose
utilizar detectores como el MS (Detector de Espectrometria de Masas) o ECD (Detector

de Captura de Electrones).

Para que un método analitico presente resultados confiables debe someterse
previamente a un proceso de validacion donde se evaluara diferentes parametros del
método, los cuales deberda cumplir exitosamente. Asi mismo el resultado de una

determinacion de PCBs debe estar acompafiado de su respectiva incertidumbre.

Consecuencia de ello desarrollamos en este informe la validacién y estimacion de la
incertidumbre del método de ensayo "Determinacion de Bifenilos Policlorados en

aceites dieléctricos por cromatografia de gases".
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO



. OBJETIVOS
1.1.0BJETIVO GENERAL.

Validar el método para la determinacion de Bifenilos Policlorados en aceites
dieléctricos por Cromatografia Gaseosa con detector de ECD, proporcionando un
estimado realista de los parametros de desempefio del método (veracidad, precision,

incertidumbre, etc.)

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Determinar la linealidad del método.

- Determinar la precision y veracidad del método de ensayo, calculando los valores
de las desviaciones estandar de repetibilidad, reproducibilidad y sesgo del método.

- Determinar la sensibilidad del método hallando los valores del limite de deteccién y
cuantificacion.

- Determinar la robustez del método.

- Determinar la incertidumbre del método.

Pagina 9



I. INFORMACION GENERAL

Esta informacion general incluye Historia, Produccién y usos, caracteristicas
fisicoquimicas, efectos sobre la salud y el Ambiente, tomando como base la informacion

de la autoridad mundial de la salud, la Organizacion Mundial de la salud (OMS)

2.1. Historia

Los blfenilos policlorados (PCB) son compuestos sintéticcos organicos, se
descubrieron a finales del slglp86o XIX y se reconocié pronto su utlidad para la
Industria, debido a sus propiedades fisicas. Se utilizan comercialmente desde 1930
como fluidos dieléctricos e intercambiadores de calor y en otras aplicaciones. Se
encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente de todo el mundo, son

persistentes y se acumulan en la cadena alimentaria.

La exposicion humana a los PCB se debe fundamentalmente al consumo de
alimentos contaminados, pero también a la inhalacién y a la absorcion cutanea en
los lugares de trabajo. Los PCB se acumulan en el tejido adiposo de los seres
humanos y de los animales, causando efectos toxicos a ambos, particularmente en
el caso de exposiciones repetidas. La patologia se manifiesta sobre todo en la piel y
el higado, aunque también estan expuestos el tracto gastrointestinal, el sistema
inmunitario y el sistema nervioso. Los dibenzofuranos policlorados (DFPCs), que se
encuentran como contaminantes en mezclas comerciales de PCB, contribuyen de

manera significativa a su toxicidad.
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2.2.

Los resultados de los estudios, publicados en el articulos N° TX972397 de la edicién
41 de Toxicological Science, realizados en roedores indican que algunos
compuestos parecidos a los PCB pueden ser carcindbgenos y fomentar la
carcinogenicidad de otros compuestos quimicos. De los datos disponibles de los
bifenilos policlorados (PCB) es evidente que, en una situacion ideal, seria preferible
no tener en absoluto estos compuestos en los alimentos. Sin embargo, en la practica
serd imposible alcanzar una reduccion o eliminacion de PCB en las fuentes
alimentarias, ya que esta eliminaciébn o nivel cero significaria la eliminacién (o
prohibicién del consumo) de grandes cantidades de alimentos importantes, como el
pescado, e involucrar en casos erremos hasta la imposibilidad de los infantes de

alimentarse de la leche materna, dado el contenido de grasas de ésta. [1]

Produccion y Usos.

La produccion comercial de los PCB comenzd en 1930. Se han utilizado
ampliamente en equipos eléctricos y en volimenes mas pequefios como liquido
pirorresistente en sistemas de régimen cerrado. Al final de 1980, la produccion
mundial total de PCB era superior a un millén de toneladas y desde entonces, la
producciéon ha continuado en algunos paises. A pesar de la creciente retirada del
uso y de las restricciones sobre la produccion, en el ambiente sigue habiendo
cantidades muy elevadas de estos compuestos, bien en uso o como desecho.

En los ultimos anos, muchos paises industrializados han adoptado medidas para
controlar y limitar el flujo de PCB hacia el ambiente. El factor decisivo que ha llevado
a estas restricciones ha sido probablemente una recomendacion de 1973 de la
Organizacion de Cooperacion y Desarrollo Econémicos (OCDE), apoyados

posteriormente en Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1976; Centro
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Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) en 1978 y OCDE en 1982.
Desde entonces, los 24 paises miembros de la OCDE han limitado la fabricacién, la
venta, la importacion, la exportacion y el uso de PCB, ademas de establecer un
sistema de etiquetado de estos productos. Entre las fuentes actuales de liberacion
de PCB figuran la volatilizacidon de vertederos (rellenos sanitarios y botaderos) que
contienen transformadores, condensadores y otros residuos con PCB, aguas
residuales, fangos cloacales, derrames y desechos de dragado, y la eliminacion
inadecuada (o ilegal) en zonas abiertas. Se puede producir contaminacién durante la
incineracion de desechos industriales y municipales. Se sabe internacionalmente
gue la mayoria de los incineradores municipales no son eficaces en la destruccién
de los PCB. La explosion o el sobrecalentamiento de transformadores vy

condensadores pueden liberar cantidades significativas de PCB al entorno local.

Los PCB se pueden convertir en dibenzo furanos policlorados (DFPCs) en
condiciones piroliticas. En las condiciones de laboratorio, la méaxima produccion de
DFPCs se obtuvo a temperaturas entre 550°C y 700°C. Asi pues, la combustion
incontrolada de PCB puede ser una importante fuente de los peligrosos DFPCs. Por
lo tanto, se recomienda un cuidadoso control de la destruccibn de desechos
contaminados con PCB, especialmente en relacion con la temperatura de
combustion (por encima de los 1 000dC), el tiempo de permanencia y la turbulencia.
Otras fuentes sefialan que hasta 1989 la produccién total mundial de PCB (excluida
la Unién Soviética), fue de 1,5 millones de toneladas, lo que significa un promedio de
unas 26 000 toneladas al afio. Incluso después de que en 1976 se prohibiese en
Estados Unidos la fabricacion, venta y distribucion de PCB, se continud su
produccion. Es asi como entre 1980 y 1984 la produccion mundial se mantuvo en 16

000 toneladas al afio y entre 1984 y 1989, en 10 000 toneladas/afio. Estos
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antecedentes unidos a la falta de control existente en nuestro pais, hace presumir
gue pueden existir cantidades significativas de PCB producto de la importacion y

fabricaciéon de equipos conteniendo el fluido contaminado con PCB. [2]

Figura N° 1.1 Tmnsformadores-Capacitores

2.3. Caracteristicas.

Los bifenilos policlorados (PCB) comprenden un total de 209 congéneres o
compuestos diferentes que tedricamente existen, su estructura quimica presenta dos
anillos bencénicos unidos entre si por un enlace carbono-carbono, las cuales pueden
presentar diferentes grados de cloracion. La férmula quimica es C12H(IOn)Gn en

donde 1<=n<=10, o sea que puede contener desde uno hasta diez &tomos de cloro y

su estructura puede representarse as:

(Ch)x

Figura N° 1.2. Estructura general de los Bifenilos Policlorados
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Los PCB son liquidos oleosos fluidos y resinas transparentes duras, dependiendo
del grado de sustitucién del cloro en el compuesto quimico. Estos compuestos son
guimicamente estables y han sido utilizados en numerosas aplicaciones en virtud a
sus propiedades quimicas y fisicas. Entre las cuales figuran la resistencia al fuego,
baja conductividad eléctrica, baja solubilidad en agua y alta en solventes organicos y

resistencia a sustancias oxidantes.

2.3.1. Caracteristicas Fisicoquimicas.

Dentro de las caracteristicas fisicoquimiras de los PCB se mencionan su
identidad y propiedades fisicoquimicaspiyf. En el siguiente cuadro se

presentan las principales caracteristicas.
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TABLA N° 1.1. Propiedades Fisico-Quimicas de los PCB

PARAMETRO CARACTERISTICAS
Estado Fisico Liquido (Temperatura Ambiente)
Densidad 1,182-1,566 g/mL

Solubilidad en Agua Baja, ente 1,08x10™y 9,69x10"° mol/L

Solubilidad en arates
y Solventes Alta
Solubilidad en Lipidos  Réapidamente absorbidos por tejidos grasos

Coeficiente de partidén 4,46-8,18 (Convenio de Estoralmo establera que una s”tanra se constéera
log bioacumulable si el log s b)

Punto de inflamacion Alto (170-380 °C) (no explosivos)

Baja (semivolatiles); forman vapores mas pesados que el aire, pero no forman

Presion de vapor mezdas explosivas con el aire

0,3x10" - 8,97x10"4 atm m3/ mol
Constantes de la ley de
Heniy

Determinada para 20 cogéneres

Constante dieléctrica Alta (baja conductividad elédrira)

Alta resistencia al faego con temperatura de inflamabilidad elevada. Al ralentarse
pueden producir dibenzofuranos policlorados.
Estabilidad térmica

No cristalizan a bajas tem”raturas, pero se transformaan en resinas solidas.

2.3.2. ldentidad y propiedades fisicas y quimicas

Los PCB son mezclas de productos quimicos aromaticos, que se obtienen
por cloracion del bifenilo en presencia de un catalizador adecuado. Como se
menciond, en teoria existen 209 compuestos analogos, pero sélo 130 tienen

probabilidad de ser utilizados en productos comerciales. Ademas, los PCB
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pueden contener dibenzofuranos policlorados (DFPCs) y cuarterfenilos
clorados como impurezas. En condiciones normales, estas impurezas son
relativamente estables y resistentes a las reacciones quimicas. Todos los
compuestos afines a los PCB son lipéfilos y tienen una solubilidad en agua
muy baja. En consecuencia, se introducen facilmente en la cadena

alimentaria y se acumulan en el tejido adiposo.

Segun el Manual de entrenamiento para la Destruccion y descontaminacion
de Tecnologias con PCB y Compuestos Organicos Persistentes, las mezclas
comerciales de PCB contienen DFPCs en concentraciones que oscilan entre
unos pocos mg/kg y 40 mg/kg. En los PCB comerciales no se encuentran
dibenzo- p-dioxinas policloradas (DDPCs). Sin embargo, en casos de
incendios accidentales y durante la incineracidon se pueden encontrar DDPCs
cuando estdn mezcladas con otros compuestos clorados, como los
clorobencenos utilizados en los transformadores. Las mezclas comerciales
de PCB tienen un color que va del amarillo claro al oscuro. No cristalizan, ni
siquiera a baja temperatura, sino que se convierten en resinas solidas. Los
PCB son practicamente pirorresistentes, con una temperatura de
inflamabilidad bastante elevada. Forman vapores mas densos que el aire,
pero no dan lugar a mezclas explosivas con éste. Su conductividad eléctrica
es muy baja, la térmica es bastante alta y tienen una resistencia muy
elevada a la degradacion térmica. En condiciones normales, los PCB son
guimicamente muy estables, pero cuando se calientan pueden producir otros

compuestos toxicos, como los DFPCs. [3]
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2.4. Efectos a la Salud y el Medio Ambiente.

Los PCB al permanecer en el ambiente (persistentes) se transportan en la cadena
trofica e ingresan al organismo por consumo de alimentos contaminados y por
exposicion laboral a través de la piel o de la via respiratoria. Son probablemente
cancerigenos (estudios en animales lo confirman). Después de su absorcidn circulan
por la corriente sanguinea se almacenan (bioacumulan y biomagnifican) en tejidos
grasos y en una variedad

de drganos que incluyen los pulmones, higado, rifiones, glandulas adrenales,
cerebro, corazon y la piel, manifestandose principalmente en la piel (cancer a la piel,
cloroacné) y el higado, pudiendo afectar los sistema nevoso central, reproductivo o

endocrino, sistema inmunolégico y el tracto gastrointestinal y respiratorio.

En el ambiente se caracterizan por su persistencia al no ser biodegradables por lo
gue se les ha encontrado en sitios alejados (p.e. zonas polares), donde nunca han
sido utilizados. Los derrames, vertidos, incendios o incineracion son las principales
rutas de ingreso al ambiente, pudiendo generar compuestos mas peligrosos como

los agentes cancerigenos Dioxinas y Furanos.

Son califirados por la IARC (Internatina Agency for Research on Cancer) en el
Grupo 2 A, al ser Probable Carcin6geno para el hombre. Muchas de las
caracteristicas que hacen a los PCB ideales para aplicaciones industriales crean
problemas cuando se relaciona con el ambiente. Como otros hidrocarburos clorados,
los PCB se asocian con componentes organicos del suelo, sedimentos y tejido

graso, o con sistemas acuaticos con carbén organico disuelto.
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Figura N° 1.3. Cloroacné.

Figura N° 1.4. Efectos de PCB en la piel.

2.4.1. Transporte, distribucion y transformaciéon en el medio ambiente

Los PCB se encuentran en la atmosfera principalmente en fase de vapor; la
tendencia a adsorberse sobre particulas aumenta con el grado de cloracion.
La distribucion practicamente universal de los PCB parece indicar que los

transporta el aire. En la actualidad, la principal fuente de exposicion en el
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ambiente parece ser la redistribucion de los PCB que previamente se han
introducido en él. Dicha redistribucién se deriva de su volatilizacién del suelo y
el agua para pasar a la atmoésfera, con el posterior transpode por el aire y la
eliminacion de la atmosfera mediante sedimentacion himeda o seca (de los
PCB unidos a particulas), para luego volver a volatilizarse. Su concentracion
en las precipitaciones oscila entre 0,001 y 0,25 pg/litro. Dado que los ritmos de
volatilizacidon y degradacién de los PCB varian segun los compuestos, esta
redistribucion produce una alteracién en la composicion de las mezclas de

PCB presentes en el ambiente.

En el agua, los PCB se adsorben en los sedimentos y otra materia organica;
los datos experimentales y de superoision han puesto de manifiesto que las
concentraciones de PCB en los sedimentos y en la materia en suspension son
mas elevadas que en las masas de agua correspondientes. Una fuerte
adsorcion en el sedimento, especialmente en el caso de PCB con un grado
elevado de cloracion, disminuye la tasa de volatilizacién. Sobre la base de su
solubilidad en agua y los coeficientes de reparto n-octanol-agua, los
compuestos del grupo del PCB menos clorados se adsorberan con menos
fuerea que los isémeros con mas atomos de cloro. Aungue la adsorcion puede
inmovilizar los PCB en el medio acuatico durante periodos relativamente
largos, se ha demostrado que la liberacion a la masa del agua se produce
tanto por via abiotica como bidtica. Por consiguiente, las importantes
cantidades de PCB en los sedimentos acuaticos pueden actuar como
sumideros del ambiente y como depdsito de estos compuestos para los
organismos. Se ha estimado que la mayor parte de los PCB presentes en el

ambiente esta en el sedimento acuético.
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La baja solubilidad y la fuerte adsorcion de los PCB en las particulas del suelo
limitan la lixiviacion; los compuestos con menor grado de cloracion tienen una
tendencia mayor a la lixiviacion que los mas clorados. La degradacion de los

PCB en el ambiente depende del grado de cloracién del bifenilo.

En general, la persistencia de los isémeros de PCB aumenta con el grado de
cloracién. En la atmosfera, el proceso de transformacion predominante puede
ser la reaccién en fase de vapor de los PCB con radicales hidroxilos (formados
fotoquimicamente por la luz solar). La semivida estimada de esta reaccion en
la atmésfera oscila entre unos 10 dias para el monocloro bifenilo y afio y
medio para el heptaclorobifenilo. En el medio acuatico, la hidrélisis y la
oxidacion no degradan de manera significativa los PCB. La fotolisis parece ser
el Unico proceso abidtico de degradacion viable en el agua; sin embargo, los
datos experimentales disponibles no son suficientes para establecer su

proporcién o importancia en el ambiente.

Los microorganismos degradan los Bifenilos monoclorados, diclorados y
triclorados de manera relativamente rapida y mas lentamente los bifenilos
tetraclorados, mientras que los bifenilos con mayor grado de cloracion son
resistentes a la biodegradacion. La posicion de los atomos de cloro en el anillo
bifenilo parece ser importante para determinar la tasa de biodegradacion. Esta
se da con preferencia en los compuestos que contienen atomos de cloro en
posiciones -para. Los compuestos mas clorados experimentan una
transformacion anaerobia, mediante un decloracién reductora, para dar PCB

con menos atomos de cloro, que pueden luego continuar la biodegradacion

Pagina W



mediante procesos aerobios. El grado de bioacumulacion en el tejido adiposo
depende de varios factores: la duracion y el nivel de la exposicién, la
estructura quimica del compuesto y la posicién y modelo de la sustitucion. En
general, se acumulan mas facilmente los compuestos con mayor nimero de
sustituyeles de cloro. Los factores de bioconcentracion de distintos PCB
determinados experimentalmente en las especies acuaticas (peces,
camarones, ostras) varian entre 200 y 70 000 o mas. En mar abierto, hay
bioacumulacion de PCB en los niveles troficos mas elevados, con una mayor
proporcion de los bifenilos méas clorados en los depredadores que ocupan un

lugar mas alto en la escala. [4]
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CAPITULO 2
PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL
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METODO DE ENSAYO

3.1. ALCANCE

Este método de ensayo abarca desde la recoccion del aceites dieléctrico hasta la
determinacion por cromatografia gaseosa de compuestos Bifenilos Policlorados
(PCBs) y es aplicable para la determinacion de Bifenilos Policlorados en Aceites

Dieléctricos.

3.1.1. Este método describe una determinacion cuantitativa de la concentracion de
Bifenilos Policlorados (PCBs) en aceites dieléctricos por cromatografia de
gases. También es aplicado para la determinacion de PCBs conocidos como
askareles utilizados en aceites dieléctricos.

3.1.2. La mezcla de PCBs conocidos como aradores fueron usados en la
formulacién de askareles (aceite especial tipo viscoso, usado como aislante y
refrigerante, en transformadores, banco de condensadores, sistemas de
control eléctrico y electricidad) con contenido de PCBs manufacturados en los
Estados Unidos. Este método puede ser aplicado para la determinacion de
PCBs en aceites dieléctricos con aradores individuales o mezcla de aradores.
Esta técnica no puede ser aplicada para la determinacién de PCBs de otras
fuentes de contaminacion.

3.1.3. La veracidad y precisidon de este método sélo para concentraciones de PCBs
en aceites dieléctricos. El uso de este método no ha sido demostrados para
todos los fluidos aislantes. Algunos liquidos aislantes, como los hidrocarburos
halogenados, interfieren con la determinacion PCBs y no pueden ser

analizados sin un pre tratamiento de la muestra.
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3.1.4. Las unidades establecidas en el Sl seran consideras en esté método de
determinacion.

3.1.5. Este método no brinda lineamientos para los temas relacionados con la
seguridad, salud y medio ambiente. Es responsabilidad del usuario de este
método establecer las medidas a tomar para proteger su seguridad, su salud y

al medio ambiente.

3.2. RESUMEN DEL METODO

La muestra de aceite (0.1 - 0.2 g) es diluida en un solvente organico (5mL - 10mL).
La solucidn es tratada por un procedimiento de remocidn de sustancias interferentes
después del cual una pequefia porcion de la solucién resultante es inyectada en una
columna cromatografica. Los componentes son separados en su paso por la
columna y son cuantificados finalmente con el uso de un detector de captura de
electrones y registrado como un cromatograma. La cuantificacion se realiza a través
de la comparacion con cromatogramas de un estandar conocido de uno o mas

estandares de aroclor, obtenidos bajo las mismas condiciones de andlisis.
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Figurn N° 1.5: Columna 3% OV-1, Camer: Nitrogen at 60 mUmin, Column temperature: 170 °C

Figura N°1.6: Columna 3% OV-1, Camer: NiWogen at 60 mUmin, Column temperaturn: 170 °C

Figura 1.7: Columna OV-1, Cam'er Niegen at 60 mUmin, Column tempe”~tom: 170 °C
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3.3.USO Y SIGNIFICANCIA

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

Las regulaciones del gobierno de los Estados Unidos ordenan que los
aparatos eléctricos y los aceites dieléctricos que contengan PCBs deban ser
recolectados y dispuestos a través de procedimientos de disposicion
especificos. Dependera de la concentracién de PCBs en el aparato para que
este pueda ser conservado o dispuesto. Los resultados de los métodos
analiticos pueden ser determinantes al elegir el correcto procedimiento de
recoleccion y disposicion

La cuantificacion en esta técnica requiere de una comparacion pico por pico
del cromatograma de un espécimen desconocido de una muestra cualquiera
con un aroclor estandar de concentracion conocida analizado bajo las mismas
condiciones que la muestra. La concentracion de PCBs producida por cada
pico debera ser conocida independientemente.

La técnica descrita fue basada en la informacion de cromatogramas de
aradores 1242, 1254 y 1260 obtenido del uso de columnas cromatograficas
empacadas y condiciones de operacion especifica. Los cromatogramas mas
importantes son reproducidos en la Figura 1, Figura 2 y Figura 3 para
columnas empacadas en condiciones de homo isotérmicas. Cada pico es
identificado ~r su tiempo de retencion relativo a un estandar. La
caracterizacion y cuantificacion de cada pico ha sido determinado a través de
una espectrometro de masas y son dados en las tabla 1, tabla 2 y tabla 3.
Aras condiciones cromatograficas, y en particular, otras columnas
cromatograficas, pueden ofrecer diferentes separaciones.

Diferentes isdbmeras de PCBs con el mismo numera de cloros sustituidos

pueden causar sustancialmente diferencias en las respuestas ante un

Pagina 26



Detector de Captura de Electrones. La mezcla de PCBs conteniendo las
mismas cantidades de PCBs, con diferente relacion de isbmeros puede dar
diferencias en los cromatogramas. Esta técnica es efectiva sélo cuando la
mezcla de los estandares de PCBs y los encontrados en la muestra estan
relacionadas. Los aradores 1260, 1242 y 1254 son los estandares adecuados
ya que estos han sido utilizados en la mayoria de contaminantes de aceites

dieléctricos. [6]

TABLAN“2.1. Composicion del Aroclor 1242

RRT* Mean Weight, ;thlnaé;vrz Numperof
% . Chlorinesc
Déviation B
11 11 35.7 1
16 29 42 2
21 11.3 3 2
28 11 5 2125%
75%
32 6.1 4.7 3
37 115 57 3
40 11.1 6.2 3
47 8.8 4.3 4
6.8 2.9 3] 33%
4 67%
5.6 33 4
70 10.3 2.8 ,,90%
g’ 10%
78 3.6 4.2
2.7 9.7 5
98 15 9.4 5
104 23 164 5
125 1.6 20.4 5'185%
6- 15%
146 1 19.9 175%
6, 25%
Total 98.5

ATiem” de retenctoén relativo al p,p'DDE=1TO medido desde la primera aparicion del solvente.
sDesviacion estandar de seis resultados como un porcentaje de la media (coeficiente de variacion).
cDatos extraidos del GC-MS picos centeniendo mezcla de isébmeros son agrupado.
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RR”

47
54

58
70

M
98

104

125
146
160
174
203
232

Total

TABLA N" 2.2. Composicion del Aroclor 1254

Mean Weight,

6.2
29

14
132

173
75

136

150
104
13
84
18
10

100.0

standard
Deviation B

3.7
26

28
27

19
53

38
24

27

84
55
18.6
261

Number of Chlorines €

5 =

5-] 70%
6 0%
5 J30%
6 70%

»

~N o O

ATiempo de retencién relativo al p,p’DDE=1TO medido desde la primera aparicion del solvente.
BDesviacion estandar de seis resultados como un porcentaje de la media (coeficiente de variacion).
cDatos extraidos del GC-MS picos conteniendo mezcla de isémeros son agrupados.
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TABM N° 2.3. Composicion delAroclor 1260

. Relative
Mean Weight,
RR~ 0 9 Standard Numt?erof
0 L Chlorinesc
Deviation B
70 2.7 6.3 5
M 4.7 16
98 3.8 35 5] _60%e
104 6. 40%
117 33 6.7 6
125 12.3 3.3
51 5%
6 85%
146 141 3.6 6
160 49 2.2
50%
7 50%
174 12.4 2.7 6
203 9.3 4.0
6' 10%
7 190%
232 9.8 34 6 - [10%E
244 7 _90%
280 11.0 24 7
332 4.2 5.0 8
372 4.0 8.6 8
448 0.6 25.3 8
528 15 10.2 8
Total 98.6

ATiempo de retencién relativo al p,p’DDE=100 medido desde la primera aparicion del solvente.
BDesviacion estandar de seis resultados como un “rcentaje de la media (coeficiente de variacion).
cDatos ertraidos del GC-MS picos conteniendo mezcla de isémeros son agrupados.

Composicién determinada en el centro del pico 104

Composicion determinada en el centro del piro 232

Pagina 29



3.4.

INTERFERENTES

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

El det*tor de captura de entrones responde a otros compuestos que
contienen cloro y de la misma forma a otros compuestos que contienen
elementos el*trofilicos tales como los haldgenos, nitrdgenos, oxigenos y
sulfuras. Estos compuestos pueden resultar en picos con tiempo de retencion
comparables a los de los PCBs. Los interferentes mas comunes como los
pesticidas organoclorados, los esteres de ftalato pueden ser removidos con
tratamiento de pre-analisis. Los cromatogramas de cada compuesto analizado
deben ser cuidadosamente comparados con los del estandar. Los resultados
de un andlisis son sospechosos si mas grande o inusual es el tamafio del pico
identificado. La adquisicién de la data y tratamiento por integradores y otro
medio instrumental puede producir la inclusibn de interferencias no
reconocidas en la cuantificacion de resultados. Es imporfante la examinacion
visual de expertos en cromatogramas para obtener resultados con mayor
exactitud.

La sensibilidad del detector de captura de electrones es reducida para los
aceites minerales. La misma cantidad de aceite debe pasar a través del
detector en la calibracion y en el analisis para garantizar una comparacion
significativa en la cuantificacion. La muestra, las diluciones estandares y los
volumenes de inyeccion deben ser cuidadosamente seleccionados en este
método para eliminar los interferentes en el aceite.

La sensibilidad de los detectores de captura de electrones no es afectada
significativamente por los liquidos de silicona. Evaluar la necesidad para la

correspondiente matriz sin el procedimiento antes descrito.
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El oxigeno residual en el gas carrier puede reaccionar con los analitos para
dar productos oxidados como dioxinas y furanos, los que seran dentados por
el ECD. Hay que ser cuidadoso y asegurarse de la pureza del gas carrier.

El uso de un filtro de oxigeno y una trampa de humedad en el gas carrier es
util para extender el tiempo de vida de la columna cromatografica y del
detector.

El triclorobenceno (TCB) es encontrado usualmente junto con los PCBs en los
aceites dieléctricos y generan una respuesta en el detector de captura de
electrones. Este aparece antes que el primer pico de los Bifenilos Policlorados
en la mayoria de los casos y no debe ser considerado en el andlisis.
Esporadicamente pueden estar presentes altas concentraciones de TCB y
pueden sesgar los picos en el cromatograma de PCB.

Los componentes de los aceites minerales de altos pesos moleculares pueden
presentar tiempos de retencibn mas grandes en una columna cromatografica,
resultando en picos “fantasmas”. Estas condiciones interfieren con una
determinacidon y cuantificaciéon exacta ademas que modifican el limite de
deteccién del método. Cuando se identifique este tipo de contaminacion de la
columna se debe correr solvente en la columna cromatografica a altas
temperaturas las veces que sea necesaria hasta que la linea base regrese a

su sefial natural. [5]

3.5. EQUIPOS Y MATERIALES

3.5.1. Cromatografo de Gases Perkin Elmer Clarus 500, equipado con control de

temperatura en el horno con exactitud de 1°C y puerto de inyeccion.
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3.6.

3.5.2.

3.5.3.

3.5.4.

3.5.5.

3.5.6.

3.5.7.

3.5.8.

3.5.9.

Computador, medio para grabar los cromatogramas preferiblemente para
integrar picos. Un muestreador de inyeccion automatico puede ser Util.
Inyector, construido de acero inoxidable equipado con adecuados adaptadores
para permitir la inyeccion directa a la columna, inyeccion SpliVSplitless toda la
superficie del vidrio debe ser forrado con vidrio.

Las columnas capilares de silice fundida revestidas de un polimero pueden
ser efectivamente utilizadas en un inyector de columna empacada con una
camara de vaporizacion de vidrio.

Columna, hecha de vidrio o silice fundida, empacada con un polimero (de
preferencia de polimetilxiloxano), una precolumna puede ser usada para
ertender el tiempo de vida util de la comuna cromatografica.

Pipetas y matraces aforados calibrados para realizar diluciones.

Microjeringas de vidrio de alta exactitud graduados en 0,1 uL.

Viales de vidrio con tapas de politetrafluorretileno.

Balanza analitica o hidrémetro capaz de medir densidades de

aproximadamente 0,9 g/mL.

CONDICIONES DE OPE~CION

Las caracteristicas difieren de acuerdo a la seleccion del Cromatégrafo y de la

columna a utilizar. Las condiciones de operacion particulares deben ser escogidas

de tal forma que den las separaciones mostradas en la figura 1, figura 2 y figura 3

para los aradores 1242, 1254 y 1260. Los tiempos de retencion de los picos pueden

ser determinados en relacion al 11 Bis (4-Clorofenil) etano (p,p-DDE) para

identificar los picos individuales con aquellos mostrados en los cromatogramas y

listados en las tablas. Los rangos generales de temperaturas y velocidades de flujo
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con los cuales separaciones satisfactorias han sido obtenidas son listados a

continuacion.

3.6.1.

3.6.2.

3.6.3.

3.6.4.

3.6.5.

Temperatura de la columna. Temperatura isotermas entre 165 y 200°C que
ha sido encontrado aceptable en el uso de columnas empacadas. La
temperatura programada de los hornos entre 165 y 3000C para mejorar la

resolucion y reducir el tiempo de retencion y andlisis.

Temperatura del detector. Control de temperatura isoterma que se encuentra
por encima de la maxima temperatura del horno. Una temperatura aceptable
se encuentra usualmente entre 280 y 400°C. Siga las instrucciones del
fabricante del Cromatégrafo para evitar superar la maxima temperatura

permitida del material radioactivo.

Temperatura del puerto de inyeccion. En el puedo de inyeccion se
encuentra ubicada la camara de vaporizacion (liner) donde la temperatura
ideal es usualmente la correspondiente a aproximadamente 50°C mas que el

punto de ebullicion del componente menos volatil a estudiar.

Gas Carrier. Debe ser utilizado un gas interte por ejemplo una mezcla de
Argon (95%) / Metano (5%) Ultrapuro o nitrégeno que debe ser utilizado para
columnas capilares o empacadas. El desempefio 6ptimo de las columnas
capilares es conseguido con el uso de gases mdviles inertes ultrapuros. De
ser necesario debe usarse un dispositivo que remueva el oxigeno y el vapor

de agua de la fase movil para optimizar la sensibilidad del detector.

Velocidad de Flujo. Las veleidades de flujo en la columna son de 8 a 60

mUmin si es usado un detector. Cuando el hidrégeno y helio son usados
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como gas carrier, el flujo en el detector para la lectura debe ser de dos a tres

veces para obtener una buena sensibilidad.

3.7. REACTIVOS

3.8.

3.7.1. Estandares. Materiales Primarios o materiales de referencia certificados de
aroclor 1242, 1254 y 1260.

3.7.2. Aceite Dieléctrico. Que no haya sido usado. Para andlisis libre de PCB.

3.7.3. Solvente. N-Hexano, Heptano o 2,2 4-trimetilpentano (jso-octano) grado
pesticida.

3.7.4. Acido sulfarico concentrado para Analisis.

3.7.5. Adsorbente para compuestos polares, para impurezas electrofilicas (Florisil)

MUESTREO

Los métodos mencionados a continuacion, incluye transformadores y tanques o
canecas Debido a las diferentes clases de muestreo y modelos de transformadores,

se ponen a consideracion los siguientes métodos:

3.8.1. Con Botella

a) Latoma de muestra con botella consiste en usar la valvula de salida para
recoger una muestra representativa del liquido aislante. Para ese efecto, la
salida debe purgarse de modo que no aparezcan en la muestra sustancias
ajenas al liquido (gases, agua o solidos suspendidos o sedimentados).

b) Una vez se ha asegurado que el liquido que sale de la valvula de salida es
homogéneo y representativo, entonces puede procederse con la toma de

muestra.
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3.8.2.

c)

Cuando no hay valvula de salida pero se tiene acceso al equipo por la
parte superior, pueden llevarse a cabo muéstreos superficiales, multinivel o

de corrido.

Con Jeringa

a)

b)

c)

d)

e)

La jeringa para muestreo de liquidos aislantes consta de una tuberia
resistente con una llave de paso que conecta la valvula con una jeringa,
preferiblemente de vidrio.

Inicialmente debe purgarse la conexion resistente de modo que la llave de
paso permita la salida del liquido pero impida su entrada en la jeringa.

Una vez el liquido es homogéneo y carece de sustancias externas a la
muestra (agua, gases o residuos) debe permitirse la entrada del liquido a la
jeringa para purgarla. La jeringa debe llenarse sola por la presion propia
del liquido, y maximo hasta el 80% de su capacidad total.

Cuando la jeringa esté llena, se ajusta la llave de paso para permitir la
eliminacion del liquido aislante de purga sin que entre al equipo que se
esta muestreando.

Terminado este procedimiento de nuevo se llena la jeringa como en el
literal c). Su contenido debe almacenarse segin la seccidn las indicaciones

de almacenamiento. Esta es una muestra de salida.

3.8.3. Con Cilindro de Acero Inoxidable

a) Se conecta una tuberia transparente, resistente a los PCB, a la salida del

equipo. Esta a su vez se conecta a la entrada inferior de un cilindro de
acero inoxidable (puesto en posicion vertical) cuya salida superior se

encuentra conectada aun recipiente de desechos.
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b) En total hay tres llaves de paso que deben abrirse en el siguiente orden:
valvula de salida, entrada del cilindro, salida del cilindro. Deben pasar por
lo menos dos litros (2 L) del liquido para purgar el montaje.

c) Una vez el montaje ha sido purgado debe asegurarse que no hay
presencia de aire. Para ello se agita el cilindro de modo que cualquier
burbuja salga del recipiente.

d) Las llaves de paso deben cerrarse en el orden inverso en que se abrieron:
primero la saltia del cilindro, luego su entrada y finalmente la vélvula de
salida.

e) Corroborar que en el cilindro no hayan quedado burbujas o algin material
fordneo a la muestra. La agitacion del cilindro no deberia producir ningin
sonido.

f) Desechar la tuberia resistente y reasegurar el equipo.

g) La muestra dentro del cilindro esta debidamente almacenada y no necesita
re envasarse. Seguir las recomendaciones pertinentes en la seccion 6.5.

Esta es una muestra de salida.

3.8.4. Con Sonda

a) Para este procedimiento debe tenerse acceso al equipo por la parte
superior. La sonda debe ser preferiblemente de vidrio. En caso contrario,
debe demostrarse que las sondas no interfieren en el andlisis y desecharse
inmediatamente después de su uso.

b) La sonda debe ser rigida de modo que pueda definirse con certeza la
profundidad a la que se esta realizando el muestreo. Esta debe marcarse

en la sonda y reportarse.

Pagina 36



3.9.

c) Tapar con un dedo el orificio superior de la sonda. Sumergir la sonda hasta
una profundidad previamente definida.

d) Retirar el dedo para que el liquido llene la sonda. Una vez se llene al nivel
del liquido, tapar de nuevo el orificio superior y sacar la sonda.

e) Mover la sonda para enjuagar sus paredes internas, evitando entrar en
contacto con el liquido interno o externo de la sonda. Desechar el liquido
de purga.

f) Repetir los literales byc. Una vez llena la sonda disponer el liquido en un
recipiente apropiado para su almacenamiento. Este tipo de muestreo
permite tomar muestras tubulares multinivel.

g) A la sonda también puede adaptarsele un dispositivo de presion negativa,
COMo una jeringa, que por succion retire una cantidad definida del liquido a
muestrear. Este tipo de muestra puede ser puntual de techo, superior,

media, inferior, de despeje o de fondo.

La accion de muestrear siguiendo estos métodos debe llevarse a cabo por personal
capacitado para ello, con conocimiento técnico certificado y competencias
respectivas en seguridad respecto a riesgos ocupacionales, quimicos, eléctricos u

otro tipo posible.

ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA

Para preseroar la identidad de las muestras obtenidas sin poner en riesgo

instalaciones o personal, estas deben almacenarse teniendo en cuenta algunas

pautas de seguridad.

La muestra recolectada debe almacenarse en un lugar ventilado, seco y oscuro.
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El recipiente que contiene cada muestra debe estar perfectamente sellado, sin
fisuras de ningln tipo y con una tapa ajustada con interfase de aluminio que impida
el contacto de la tapa con la muestra, y la filtracién de ésta a través de las fisuras de
la rosca.

Preservar la muestra de la accidon del ambiente es muy importante. Debido a que
algunos componentes de la matriz podrian ser fotosensibles la muestra debe
preservarse de la luz usando contenedores que impidan la entrada de la luz pero
permitan ver el contenido del envase (por ejemplo, el vidrio ambar).No se
recomiendan contenedores que no permitan ver el contenido intemo del mismo.
Ocurre un efecto similar con el aire, que podria modificar la muestra por oxidacion.
Para evitarlo el ajuste de la tapa debe ser tan hermético como sea posible.

La muestra es estable a temperatura ambiente y su enfriamiento podria favorecer,
en ambientes himedos, la contaminacién de la muestra con agua debido a
condensacién de la misma sobre el aceite. Un ambiente seco, ventilado y a
temperatura ambiente es el apropiado para almacenar las muestras obtenidas. Lo
anterior no invalida la posibilidad de llevar la muestra a temperaturas inferiores a los
0°C para separar el agua por congelacion, sin embargo este procedimiento se

considera preparacion de la muestra y no almacenamiento de la misma.

3.10. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Pesar de 0.1 a 0.2 g de la muestra de aceite en un matraz aforado y diluir en un
solvente organico que no presente elementos electrofilicos (de preferencia hexano).
La dilucion debe ser de un minimo de 1:50. Anotar el peso de la muestra y el

volumen de dilucién.
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Puede ser necesario diluir mas muestras conteniendo compuestos de PCBs para
asegurar que el detector de captura de electrones cuantifica al analito dentro de su
rango de respuesta. Ajustar la relacién solvente-aceite en muestras de aceites

minerales y proceder de la misma forma con el estandar.

3.11. CLEAN-UP
3.11.1. Tratamiento con un adsorbente.

Agregue aproximadamente 0.25 g de florisil en un vial de vidrio limpio,
agrega la solucion diluida de aceite con hexano en el vial y sella el vial con
su tapa. Agita vigorosamente. Permita que el adsorbente actie sobre los
interferentes electrofilicos y finalmente decante la solucién en otro vial. Use

esta solucion para el analisis.

3.11.2. Tratamiento con &cido.

Cuidadosamente agregue un volumen (2.5mL - 5mL) de &cido sulfarico
concentrado aproximadamente igual a la mitad del volumen de la muestra
diluida en un vial de vidrio limpio. Vierta la solucién organica en el vial y
cierre el vial con su tapa. Agite vigorosamente. Permita que la fase de acido
sulfdrico se separe de la fase organica y decante la parte superior en un
segundo vial. Use esta solucion para el analisis.

Ha sido demostrado que el tratamiento con acido puede ser efectivo para
muestras de soliconas y para la mayoria de aceites minerales. La agitacion
por 10 minutos, seguido por un tiempo de separacion de 15 minutos puede
permitir que las fases se separen en el vial eficientemente. La separacion de

la fase organica de la fase acida puede ser mejorada con el uso de una
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centrifuga. Tratamiento con un adsorbente seguido de un tratamiento con

acido es muy efectivo sobre los aceites minerales.

3.12. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA

3.12.1.

3.12.2.

Inyeccion.

La inyeccion directa debe contener de 1 a 5 uL de la solucién organica, para
esto se debe utilizar una microjeringa que debe presentar una capacidad de
como minimo el doble del volumen a inyectar. La inyeccion se debe realizar
previo lavado de jeringa con el solvente utilizado y evitando que en la
inyeccion se produzcan burbujas.

La inyeccién se hace a través de una septa de goma para evitar la fuga de
gas del puerto de inyeccion. En el puerto de inyeccion estara la camara de
vaporizacion (comercialmente conocido como liner) donde se producira la
vaporizacion a aproximadamente 250 °C.

Condiciones del Cromatégrafo.

Este método permite que el analista escoja entre la configuracion de una
columna simple o una columna dual en el puerto de inyeccion. Puede ser
usada tanto una columna capilar de didmetro ancho o angosto. El laboratorio
también puede usar otras columnas capilares o columnas de otras

dimensiones que permitan la calidad necesaria en los andlisis de PCBs.

a) Andlisis en columna simple.

El métrdo de analisis por cromatografia en columna capilar con detector
de ECD permite al analista la opcion de usar columnas capilares de
diametro intemo de 0.25 mm - 0.32 mm (diametro delgado) o de 0.53 mm

(diametro grueso). Las columnas de diametro delgado generalmente
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b)

ofrecen mejores resoluciones que las columnas de diametro grueso,
aunque las columnas de diametro delgado tienen una capacidad menor
para la muestra. Como resultado las columnas de diametro delgado
tienen un mejor desempefio con las muestras relativamente limpias o con
extractos de muestras que han sido preparados con uno 0 mas procesos
de clean-up. Mientras que las columnas capilares de diametro grueso

pueden ser usadas para muestras mas complejas.

Analisis en una columna dual.

Es recomendable el uso de columnas duales capilares tubulares
revestidas con silice fundida de 30m x 0.53mm ID de diferentes
polaridades, asi, separarda mejor a los diferentes analitos. Las columnas
pueden estar unidas por un puerto de inyeccion y separadas por

diferentes detectores de captura de electrones.

Programacion de la temperatura y velocidad de flujo del Cromatdgrafo:

La Tabla N° 2.4 sugiere condiciones de operacion del Cromatégrafo para el

andlisis de PCBs como aroclores en andlisis con columna simple usando

columnas capilares de diametro grueso y delgado. La Tabla No 2.5 sugiere

condiciones de operacion para el Cromatégrafo en columnas duales. [7]
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Tabla N°2.4. Condiciones de operacion para analisis de PCB en columnas simples

Narrow-bore ctfumns

Narrow-bore Column 1 - 30-m x 0.25 or 0.32-mm ID fu/tf-silica capillar column chemically
tonded with SE-M (DB-5 or equivalent), 1 pm film thickness.

Cartor gas (He) 16 psi

Injector temtorature 225-C

Detector temtorature N C

Initial temtorature 100- C, hold 2 minutes

Temtorature pr*ram 100*C to 160*C at 15'C/min, followed
by 160* C to 270* C at 5* C/min

Final temperature 270*C

Narrow-tore Column 2 - 30-m x 0.25-mm ID fusto-silica capillatycolumn chemically t*toto with

35 percent phenyl methyltotysiloxane (DB-608, SPB-608, or equivalent) 25 pm coating thickness.
1 pm film thickness

Carrier gas (Nj) 20 psi

Injector temtorature 225-C

Detector temtorature 300-C

Initial temtorature 160* C, hold 2 minutes
Temtorature prram 160* C to 2M* C at 5* C/min
Final temtorature 2M* C, hold 1 min

Wide-bore columns

Wide-bore Column 1- 30 x0.53-mm ID fused-silirarapillaty column Comically tonded with 35

torcent phenyl methyltotysiloxane (DB-608, SPB-608, RTx-35, or suivaient), 0.5 pm «m0.83 pm
film Sickness.

Wide-bore Column 2 - 30-m x 0.53-mm ID fused-silica rapilla” column chemically tonded with
14% cyaropropylmethyltolysiloxane (DB-1701, or tooivalent), 1.0 pm film Sickness.

Carrer gas (He) 5-7 mUminute

Makeup gas (argm/methane

[P-5 or P-101 or ) 30 mUmin

Injector temtorature 250*C

Detector temtorature 29frC

Initial temtorature 150* C, hold 0.5 minute
Tem~™ature priram 150* C to 270* C at 5* C/min
Final temtorature 27" C. hold 10 min
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Wide-bore Columns (rontinued)

Wide-boreC o | u m n 3 |

D fused-silicacapillar columnchemically bonded with SE-

54 (DB-5, SPB-5, RTx-5, or equivalent), 1.5 pm film thickness.

Carrrergas (He)

Makeup gas (argon/methane
[P-5or P-10] or M)

Injector temperature
Detector temperature

Initial temperature
Temperature pr*ram

Final temperature

Tabla N°2.5. Condiciones de operacidn para analisis de pcbs en columnas duales

6 mUminute

30mUmin

205*C

2M-C

140-C, hold2 min

140* C to 240* C at 10* C/min,
hold;5 minutes at 240* C,
240* C to 265* C ati5* C/min
265-C, hold 18 min

Column 1- DB-1701 or equivalent, 3(*m x 0.53-mm ID, 1.0 pm film thickness.

Column2 - DB-5 or equivalent, 30-m x0.ix3-mm ID, 1.5 pm film thickness.

Camer gas (He) flow rate
Makeup gas (") flow rate
Temperature priram

Injector tem”rature
Detector temperature
Injects volume

Solvent

Type of injector
Detector type
Range
Attenuate

Ty” of splitter

emUmin

20mUmin

0.5 min hold

150* C to 190*C, at 12*C/min,2 min hold
190* C toN™\ C, at 4* C/min, 10 min hold

250*C
320-C
2pL

Hexane

Flash va”rization

Dual ECD

10

m (DB-1701V64 (DB-5)

J&W Scientific press-fit Y-sha”d inlet splitter
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CAPITULO 3
VALIDACION DEL
METODO
CROMATOGRAFICO



IV. VALIDACION.

4.1.DEFINICION DE PARAMETROS EVALUADOS

En el ensayo de validaciéon de este método se consideraran los siguientes parametros:

a)

b)

Linealidad

Precision

Veracidad

Limite de deteccion y cuantificacion
Robustez

Incertidumbre

Linealidad.- La linealidad se refiere a la proporcionalidad entre las
concentraciones del analito y su respuesta. Este paso es necesario si se va a
trabajar con un solo estandar en las determinaciones de rutina. Para su
determinacion de se prepara al menos una serie de al menos 5 diluciones de una
estandar, comprendiendo los ambitos estimados de trabajo con exceso de al
menos 50% sobre el limite superior y un defecto de 50% debajo del limite inferior.
Estos puntos se analizan al menos por duplicado y se determina la curva de

regresion.

Precision del método.- La proximidad de coincidencia entre resultados de ensayo
independientes obtenidos en condiciones estipuladas (ISO 5725-1). La precision
esta relacionada con la dispersién de las medidas alrededor de su valor medio o

central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales cuando
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d)

e)

f)

9)

el método se aplica repetidamente a mdltiples alicuotas de una muestra
homogénea.

La precisiéon se aplica matematicamente como la desviacion estandar, a, estimada
analiticamente por s 0 mas comunmente como la desviacion estandar relativa
(RSD).

La precision del método distingue tres aspectos:

s Precision Intermedia

S Repetibilidad

s Reproducibilidad

Precision intermedia.- Expresa la variacion dentro del laboratorio: diversos

analistas, diversos equipos, diversos tiempos.

Repetibilidad.- Precisién bajo condiciones de repetibilidad (ISO 5725-1)

Condiciones de Repetibilidad.- Condiciones bajo las que se obtienen resultados
independientes, con el mismo método sobre idénticas muestras, en el mismo
laboratorio, por el mismo operador, utilizando los mismos equipos de medicion,

durante un corto interoalo de tiempo.

Reproducibilidad o Validacién por Pares.- Precisiébn bajo condiciones de

reproducibilidad (ISO 5725-1)

Condiciones de Reproducibilidad.- Condiciones bajo las cuales los resultados se

obtienen con el mismo método, sobre muestras indénticas, en laboratorio

diferentes, con operadores distintos y usando equipos diferentes (ISO 5725-1).
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h)

k)

)

Exactitud.- Grado de concordancia existente entre el resultado de un ensayo y un
valor aceptado de referencia. El término exactitud cuando se aplica a un conjunto
de resultados de mediciones implica la combinacién de los componentes aleatorios

y de un error sistematico comuin o de un componente del sesgo.

Veracidad.- Grado de coincordancia entre el valor meddido obtenido a partir de
una seroe de resultados y un valor de referencia aceptado. Este parametro se

evalla en base a la prueba estadistica t-01 muestras (t-Student)

Exactitud = Veracidad + Precision.................... 1)

Limite de deteccion.- El limite de deteccidn corresponde a la menor concentracion
del analito que puede detectarse, pero no necesariamente cualificarse en una
muestra y se expresa en unidades de concentracion. El limite de deteccion tiene

una incertidumbre aproximada de 100%.

Limite de Cuantificacién.- El limite de cuantificacion corresponde a la menor
concentracién del analito que puede determinarse con precision y veracidad
razonables y se expresa también en unidades de concentracién. El limite de

cuantificacion tiene una incertidumbre aproximada de 30%.

Robustez del método.- Es la medida de la resistencia de un método al cambio de

respuesta cuando se introducen pequefias variacioes en el procedimiento. La

robustez de un procedimiento analitico es una medida de su ca”ctiad de no ser
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afectado por pequefias pero deliberadas variaciones con parametros del método y

proporciona una variacién de su confiabilidad durante su uso normal.

m) Incertidumbre.- Interoalo dentro del cual se espera encontrar el valor verdadero de
aquello que se mide. Se trata de decidir si dos dvalores obtenidos como
consecuencia de medias repetidas son iguales o diferentes entre si. La
incertidumbre es un interoalo y engloba tanto errores aleatorios como sistematicos.

[8.9]

4.2. PROCEDIMIENTO DE VALIDACION

4.2.1. DISENO DE LOS PAMMETROS DE LA VALIDACION Y EVALUACION
ESTADISTICA

4.2.1.1. Disefio del ensayo para determinar linealidad del método

Tabla Ne3.1. Concentraciones para cuwa de calibracién

Concentraciones Repeticiones

0.5
0.8
1.0
2.0
2.5
3.0

e N N S T T R

5.0

Pagina



Para preparar la curva de calibracion se utlizara un material de

referencia certificado de PCB en aceite dieléctrico.

s El rango de ensayo se ha establecido en base al rango lineal del
detector de ECD

s El disefio del experimento corresponde a la siguiente ecuacion:

Yi=p0+ piXi +€i. i, 2

Donde:

Po = Coeficiente de interseccion paramétrico
P, = Coeficiente de regresion paramétrico

e, = error residual o aleatorio

Evaluacion estadistica:

s Se empleara el paquete estadistico MINITAB para evaluar el modelo
de regresion.

'Y La evaluacion estadistica comprende en hallar la ecuacion de
regresion, el coeficiente de correlacién y los intewalos de confianza
para el intercepto y la pendiente.

s Verificar con el test de normalidad la aproximacion a la distribucion
normal (Test de Anderson-Darling, Pvalue > 0.05) y homogeneidad
de varianzas de los residuales. El residual se define como la
respuesta medida en cada punto de la cuwa y la calculada a partir

de la ecuacién de la cuwa. Se estableceran pruebas de hipotesis
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para verificar si el modelo de regresion es aceptable (Pvalue < 0.05)
y si el modelo es lineal (Pvalue > 0.05).
s Otra alternativa para evaluar el ajuste lineal es a través del célculo

del indice de linealidad con la siguiente formula:

3)

Donde:

IC = indice de linealidad
Shi= Error estandar de la pendiente

Pendiente

Criterio de decision: Si IC > 0.95 el modelo es lineal

s Se empleard el estadistico t de student para evaluar el coeficiente de
correlacion (r). En este caso la hipétesis nula (HO) es la no
correlacion entre X e Y. Si t calculado es mayor que t(a=0.05; n-2
g.l), entonces se rechaza la hipétesis nula de la no correlacion,

siendo la correlacién significativa a un nivel de confianza del 5%.

La formula del célculo para el estadistico de t es el siguiente:

4

Dénde:

r = Coeficiente de correlacion
n = Nimero de datos

r2= Coeficiente de determinacion
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4.2.1.2. Disefio de ensayo para determinar la precision del método

Tabla 3.2. Concenfaciones a evaluarpor analista (m&Kg)

ANALISTAS
MUESTRA
Analista 1 Analista 2 Analista 3
1 0.5 05 0.5
2 2.0 2.0 2.0
3 5.0 5.0 5.0

Se emplearan 3 niveles de concentracion, preparados siguiendo el

mismo procedimiento de analisis.

Evaluacién estadistica

J Se empleara el disefio de la Norma I1SO 5725-2
J Se verificaran los supuestos de distribucion normal con el test de
normalidad de residual del ANOVA y prueba de homogeneidad de

varianzas con el sobare MINITAB.

4.2.1.3. Disefio de ensayo para determinar veracidad del método

Tabla N° 3.3. Concentaacién a evaluarpor analista.

ANALISTAS
MUESTRA ) . .
Analista 1 Analista 2 Analista 3
1 0.5 0.5 0.5
2 2.0 2.0 2.0
3 5.0 5.0 5.0
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Se emplearan tres niveles de concentracién, preparados a partir de

materiales de referencia certificados en aceites dieléctricos.

Evaluacién ~tadistica

s Se empleara el estadistico t-01 muestra empleando el software
MINITAB. Si el Pvalue es > 0.05 entonces no existe diferencia
significativa entre el valor promedio y el valor convencionalmente
verdadero.

La formula de calculo es la siguiente:
I HoIV~

tCalculado ~ Sreap n (5)

Donde:

x =Valor promedio
A = Valor convencionalmente verdadero
Sremp = Desviacion estandar de la recuperacion

n = nimero de datos

4.2.1.4. Disefio para calcular limite de deteccién y cuantificacion del
método

Tabla 3.4. Condiciones de evaluacion del Iimite de deteccién

Concentracion del analito Repeticiones
n=7-Dia 1l

0.5 mg/Kg n=7-Dia 2
n=7-Dia 3
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Evaluacioén estadistica:

A partir de una concentracién tan baja de analito en la que su
recuperacion esta entre 50% y 150%. Se analizard la concentracion

elegida por 7 réplicas durante 03 dias.

El limite de deteccion (LDD) se calcula de la siguiente manera:

LDD = 3.14S oo, (6)

Criterio de aceptacion: Si la desviacion estandar relativa (RSD) del
andlisis de las 07 réplicas es menor que 10%, entonces la
concentracion de la solucion empleada para determinar el limite de
deteccion del método para el analto en estudio puede ser
inapropiadamente alto para dicha determinacion, lo que podria
originar, luego de los calculos, un valor de LDD irreal y muy bajo (EPA

200.7)

Donde:

s = Desviacion estandar promedio de los 03 dias.

El limite de cuantificacion del método (LDC), se calcula de la siguiente

manerau:

LDC = LDD X Y ceeerrmssesrrenssesn 7)
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4.2.1.5. Disefio para determinar la robustez del método

Tabla N°3.5. Robustez. Factores y niveles de evaluacion
Niveles de Evaluacién

FACTORES Repeticiones Minimo Maximo
Peso de la muestra (g) 2 0,1 0,2
Volumen de Inyeccion (uL) 2 1 5
Tiempo de Corrida (min) 2 20 30

Se realiza la medicién en 03 factores de evaluacion los cuales se
desarrollaran en dos variaciones por duplicados.

Evaluacioén estadistica:
Factores: 3 Disefio de la Base: 3, 8

Corridas: 16 Réplicas: 2

Tabla N°3.6. Disefio de evaluacién de robustez.
Corrida A B C Resultados

1 -+ 4 Y,

2 + - + y2
3 + - - v3
4 + o+ + y4
5 + - y5
6 + + + Y6
7 + o+ . y7
8 -+ Y8
9 - - F y9
10 -t - Y,0
n - - Yn
12 - - - Y12
13 -t - Yi3
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14
15 . . . ¢ 5

16 S "6

Variable A: Peso de muestra (g)
Variable B: Volumen de Inyeccién (uL)

Variable C: Tiempo de Corrida (min)

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

Efecto* =p ~ | e, 8,

Zr,,+=nt + r++...+tyj+ 9)
X Yi +Y_+...+YZ

4.2.2. Disefio para la estimacion de la incertidumbre del método

En el presente estudio se evaluard la incertidumbre de la metodologia
por el método general, segin EURACHEM teniendo en cuenta la

variacion de cada una de las magnitudes de entrada. Esto sera

descrito en el capitulo 6.

4.3. CRITERIOS DE EVALUACION

a) Linealidad.- El mejor indicador del modelo lineal de un método es el coficiente de
correlacion r. El valor r=1 indica una linea perfectamente lineal, r=1 es una linea
retia perfectamente lineal de pendiente negativa y r=0 la no correlacién entre X e

Y. En la practica para métodos instrumentales debe resultar mayor que 0.995.
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b) Precisiéon.- Para laprecisiéon del método resulta apropiadas RSD de 5% a 10%
mayores segun sean los niveles de concentracion a determinar ya que para este
caso los niveles.

Howitz ha desarrollado una ecuacion empirica que relaciona la RSD de un método
dado con la concentracion de una analito en la muestra. La relacion hallada es la

siguiente:

RSD (%) = 2(1" 5 O). (10)

Donde:

C = concentracién del analito expresada en potencias de 10

Asi por ejemplo, si la concentracion del analito es de 1 ppm (10'6), la RSD sera:
RSD =24= 16%

Y si la concentracién del analito es 1 ppb (109, la RSD ser&:
RSD = 255=45%

Existen estudios que proporcionan la RSD méaxima aceptable para un método

analitico segun diferentes autores, tal como se muestra a continuacion en la tabla

3.7.

Tabla N° 3.7. (*AOAC Peer Verified method Program, Mmuai on Police and

Concentracion %RSDRHowite %RSDr %RSDr

de analito Thompson AOAC*
109 1ppb 453 22,0 %0
32,0 22,0 21
10~ 10 ppb ‘ '

7 pp! 22,6 22,0 15
10 100ppb 16,0 16,0 un
10  1ppm 11,3 11,3 7.3
10~ 10ppm 8,0 8,0 53
10*  100ppm 57 >7 37

4 . 4,0 4,0 2,7
10 0.1% 28 2,8 18
10 1% 20 1,0 13
101 10%

t 100%
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Para el caso del presente estudio la concentracion maxima evaluada es de 5ppm
por lo tanto segun Howta el coeficiente de variacion para el nivel maximo
determinado en el estudio deberd ser menor a RSDREBENI= 2.2193; RSDREBEN\=

1.8024; RSDREN3= 1.5711

c) Veracidad.- El método de evaluacion es con un ensayo de t student donde la t

d)

e)

obtenido experimentalmente debe ser menor a lat tabulada para demostrar que no
existe diferencia significativa con el valor convencionalmente verdadero o valor de
referencia.

Limite de Deteccién.- No hay limite de deteccién minimo. Sin embargo un criterio
de evaluacion para determinar un buen limite de deteccion es que las
recuperaciones obtenidas entre 50% y 150% y ademas los RSD obtenidos cada
dia no deben ser inferiores al 10%.

Limite de Cuantificacién.- El limite de cuantificacion debe demostrar una
recuperacion aceptable del método entre 80-120%.

Robustez.- En el caso de este estudio, para decidir si un parametro o variable
tiene influencia significativa sobre el resultado, el valorde P debe ser menor a 0,05,
caso contrario serd no Significativo el efecto de la variable y por lo tanto se le

llamara variable No Robusta.
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V. RESULTADOS DE LA VALIDACION

5.1.RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL METODO

Tabla N° 4.1. Concentracién (m&Kg) vs. Area

Concentracion Area
0.5 1539135.145016
0.5 1539135.104659
0.5 1539135.128735
0.5 1539135.126720
0.8 2089693.860853
0.8 2089693.767467
0.8 2089693.865108
0.8 2089693.786770
1.0 2547066.684962
1.0 254776.395175
1.0 2547066.499633
1.0 2547066.314414
2.0 4500814.866363
2.0 4500815.083387
2.0 4500815.246844
2.0 4500815.075511
2.5 5247882.400220
2.5 5247882.221205
2.5 5247882.276358
2.5 5247882.344584
3.0 6293076.779166
3.0 6293076.826990
3.0 6293076.891761
3.0 6293076.693532
5.0 9638875.024103
5.0 9638874.942841
5.0 9638874.941159
5.0 9638875.285032
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5.1.1.

Prueba de Hipoétesis para el cmficiente de regresidon o pendiente

HO (Hipétesis nula): pi =0

H1 (Hipotesis alterna): pi t O

Criterio de decisién: Pvalue < 0.05 Fc>

La ecuacion de regresion es:

Area = 1806 873.71311 x Concentracién + 730,687.67008;

S =108889 R-cuad. =99.8% R-cuad.(ajustado) =99.8%

10007
900000T

8000000

rarmorn
£00:200]

Ld—_hé

4000000
3000m
AN M 0

Graficade limaaj~™n

Area = 730M8 + 180M74 Concenfraddn
s 1AA

Reurf
R<urf.("u"o)

&ncentrac»n

Figura 4.1. Grafica de Linea Ajustada de Cuna de Calibracién

A) Andlisis de varianza

Fuente
R~ resién
Error residual

Total

GL SC CM F

1 193910E+14 193910E+14 16354.40
26 3.08276E+11 1,1857E+10

27 194218E+14
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Por lo tanto:

s El valor de P valué de regresion es de 0.000 indica que al menos
uno de los coeficientes de regresion es significativamente diferente
de cero.

s Como el Pvalue < 0.05, se rechaza la hipétesis nula HO, por lo que
existe relacion lineal entre la concentracion y la respuesta en el

rango de estudio.

B) Coeficiente de correlacion con T-student
HO (hipodtesis nula): No correlacion entre concentracion CO y absorbancia

I

Icalm.lado >/UZr")Vn —2. (11

]0.99841]

|Calmlado V28-2
TTI - 0.998412)

tcaimlado 90.314

ttabla(a=0.05;n-2g.l.) ~ 1-705 G.L.=n2=26

Por lo tanto:

Como “oiado > » tobia j se r*haza la hipétesis nula de la no correlacion,

siendo la correlacién significativa a un nivel de significancia del 5%, nivel

de confianza del 95%.
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5.1.2. Prueba de hipétesis para el intercepto

HO (Hipotesis nula): p0=0 Criterio de decision: Pvalue > 0.05
H1 (hipotesis alterna): pO* 0

La ecuacion de regresion es

Area = 1,806,873.71311 x Concentracion + 730,687.67008- r2=0.99841

Predictor Coef SE Coef T P
Constante 730688 36274 20.14 0.000
Concentracion 1806874 14129 127.88 0.000

S =108889 R-cuad. =99.8% R-cuad.(ajustado) = 99.8%
Por lo tanto:

s El Pvalue obtenido para la constante o intercepto <0.05; entonces se
rechaza la hipétesis nula y se concluye que la recta no pasa por el origen.
s El Pvalue obtenido para la concentracion o pendiente es< 0.05, entonces

se rechaza la hip6tesis nula, por lo que la pendiente es diferente de cero.
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5.1.3. Verificacion de supuestos del modelo de regresion

a) Normalidad de los residuales

Gréfica de probabilidad de RESID4

Normal
Mria -3.4AMME-W
DME&
N 28
AD 1.710
Vabrp 0.119.1
-300000 -200000 -100000 0 100000 200000 300000

Figura 4.2. Gréafica de Normalidad de Residuales

Criterio de decision: P valué > 0.05

Por lo tanto:

Los datos de los residuales sigueen una distribucion normal ya que el valor

de P obtenido es de 0.119

5.1.4. Prueba del indice de Linealidad para el Ajuste del Modelo Lineal

Se realiza con la siguiente formula:

IC = (' T oo, 12>

Donde:

IC = indice de Linealidad
Shi = Error estandar de la pendiente

bl = Pendiente
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Criterio de decision: Si 1C> 0.95 el modelo es lineal

Andlisis de regresion: Area vs. Concentracion

La ecuacion de regresion es

Area = 730688 + 1806874*Concentracion

Predictor Coef SE Coef T P
Constante 730688 36274 20.14 0.000
Concentracion 1806874 14129 127.88 0.000

S=108889 R-cuad. =99.8% R-cuad.(ajustado) = 99.8%

14129 \
IC = [1 e
1806874/

IC = 0.992180

Por lo tanto:
Como IC calculado >0.95, entonces se concluye que el modelo de regresion
se ajusta a una linea recta.

5.1.5. Calculos de los Intervalos de Confianza
a) Intewalo de confianza para el intercepto (p0)

Area = 730688 + 1806874*Concentracion

Predictor Coef SECoef T P
Constante 730688 36274 20.14 0.000
Concentraciéon 1806874 14129 127.88 0.000

S =108889 R-cuad. =99.8% R-cuad.(ajustado) =99.8%

IC 00) = bo+ t X SM, t(~2, g.l. N-2) = 2.055......ccoorerre., (13)
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IC (Po) = 730688 £ 2.055 (36274) = 730688 * 74543
IC (&) = (656145, 805231)
b) Intervalo de confianza para la pendiente (P-)
IC (P,)m bi +t* ShU t(a/2, g.l. N-2) = 2.055........cco........ (14)
IC (P,) = 1806874 £2.055 (14129) = 1806874 + 29035

IC (B) = (1777839 ; 1835909)

5.2. RESULTANDOS DE LA PRECISION

Tabla N° 4.2. Resultados de presidon del método en tres niveles
RESULTADOS DE PCB EN ACEITE

NIVELO1 NIVELO2 NIVELO3
Analista 1  Analista2Z Analista 1 Analista 2 Analista 1  Analista 2
0.498606 0.499872 2.00642 1.99437 4.99752 5.02656
0.500989 0.500017 2.00019 1.99993 4.99578 5.00088
0.498372 0.498463 2.00276 1.99717 5.01334 4.99720
0.499706 0.501864 1.99800 1.99922 5.00732 4.99836
0.498066 0.498651 2.00219 1.99731 5.00458 4.99612
0.500328 0.499975 2.00506 2.00574 4.98728 4.98952
0.501882 0.500713 1.99462 1.99397 4.97394 4.98240
0.500366 0.501165 2.00581 2.00705 4.99855 4.99902
0.499400 0.499516 2.00149 1.99850 4.98927 5.01398
0.501037 0.499740 2.00332 1.99733 4.99761 4.98848
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5.2.1. Andlisis estadistico de la precision del método (mg/Kg)

a) Nivel 01 (0.5 mg/Kg de PCB)

N° de Analistas
Ensayos Analista 1 Analista 2
1 0.498606 0.499872
2 0.500989 0.500017
3 0.498372 0.498463
4 0.499706 0.501864
5 0.498066 0.498651
6 0.500328 0.499975
7 0.501882 0.500713
8 0.500366 0.501165
9 0.499400 0.499516
10 0.501037 0.499740
Promedios
General Analista 1 Analista 2
0.49993 0.49987 0.49999
Varianzas
General Analista 1 Analista 2
0.00000128 0.00000161 0.00000109
Desviaciones estandar
General Analista 1 Analista 2
0.00113 0.00126 0.00104
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Célculo de repetibilidad y reproducibilidad

RSDr 0.2324
RSDr 0.2330
Conc. Analito 0.4999

RSDhorwitc i 2.2192

b) Nivel 02 (2.0 mg/Kg de PCB)

n Analistas
N° de Ensayos
Analista 1 Analista2
1 2.00642 1.99437
2 2.00019 1.99993
3 2.00276 1.99717
4 1.99800 1.99922
5 2.00219 1.99731
6 2.00506 2.00574
7 1.99462 1.99397
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8 2.00581
9 2.00149
10 2.00332

Deviaciones esténda

General Analista 1

0.004165635 0.003647995

Calculo de repetibilidad y reproducibilidad

40.01045
80.0418483
20
200
0.0002869
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2.00705
1.99850

1.99733

r-VgqJiiT "'
Analista 2

0.00430878

N



RSDr 0.1995

RSDr 0.2247
Cone. Analito 2.0005225
RSDhorwto 1.8024

c) Nivel 03 (5.0 mg/Kg de PCB)

. nalistas I
N° de Ensayos MM v NRTTESR ewr anr imgee 1s

Analista 1 Analista 2
1 4.99752 5.02656
2 4.99578 5.00088
3 5.01334 4.99720
4 5.00732 4.99836
5 5.00458 4.99612
6 4.98728 4.98952
7 4.97394 4.98240
8 4.99855 4.99902
9 4.98927 5.01398
10 4.99761 4.98848
Promedios
General Analista 1 Analista 2
4.9978855 4.996519 4.999252
Varianzas
General Analista 1 Analista 2
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0.00013850 0.00012435 0.00016388

Desviaciones estandar
General Analista 1 Analista 2

0.01176841 0.011151328 0.012801469

Célculo de repetibilidad y reproducibilidad

Conc. Analito 4,9978855
RSDH" wtc 1.571129743
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5.2.2. Analisis de variabilidad enfre analistas para el nivel 01

a) Prueba de varianzas iguales: NIVEL 01 vs. ANALISTA

ANALISTA N Inferior Desv.Est. Superior
ANALISTA 1 10 0.0006840 0.0010457 0.0021057
ANALISTAZ2 10 0.0008292 0.0012676 0.0025525
Prueba F (distribuciéon normal)

Estadistica de prueba = 0.68, valor p = 0.576

Prueba de Levene (cualquier distribucién continua)

Estadistica de prueba = 0.98, valor p = 0.335

PRUEBA DEVARMNA”S IGUALES

Pru®» F
de pru&a o.ce
COUANA Vator P 0.576
Pru”» te
deprun o.@
Vator P 0.B5

LUIS

0.7 0.&i0 0.rau 0.1 0.US
te te te 5% \ra

< UUANA

1

* WS

oN o/m om. 0.»i aro
maoi
Figura 4.3. Gréfica de varianzas iguales Nivel 01

Por lo tanto:

Como el valor de P-Value = 0.576 es mayor que el nivel de significancia
0.05, entonces podemos concluir que las varianzas de ambos analistas son

estadisticamente iguales para el nivel 01.
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b) Prueba de homogeneidad de medias:

T de dosmuestras para NIVEL 01

Error estandar de la

ANALISTA N Media Desv.Est. .
media

ANALISTA 1 10 0.50000 0.00105 0.00033

ANALISTA2 10 0.49988 0.00127 0.00040

Diferencia = mu (ANALISTA 1) - mu (ANALISTA 2)

Estimado de la diferencia: 0.000122

IC de 95% para la diferencia: (-0.000969, 0.001214)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = 0.24 Valor P=0.816 GL =
18

Ambos utilizan Desv. Est. agrupada = 0.0012

Grafira de raja de 01
0.502
0.501
| 0500
0.47
0.498
AWNA

Figura 4.4.Grafica de Cajas. Analisis de varianzas Nivel 01.
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Por lo tanto:

Como P-Value = 0.816 es mayor que el nivel de significancia 0.05,
entonces podemos concluir que las medias de ambos analistas son

estadisticamente iguales para el nivel 01.

5.2.3. Analisis de variabilidad entre analistas para el nivel 02
a) Prueba de varianzas iguales: NIVEL 02 vs. ANALISTA
Interoalos de confianza de Bonferroni de 95% para deviaciones estandar
ANALISTA N Inferior Desv.Est. Superior
ANALISTA 1 10 0.0028185 0.0043088 0.0086764
ANALISTA2 10 0.0023862 0.0036480 0.0073458
Prueba F (distribucion normal)
Estadistica de prueba = 1.40, valor p = 0.628
Prueba de Levene (cualquier distribucion continua)
Estadistica de prueba = 0.08, valor p = 0.786
PRUEBA DE VARIANZAS IGUALES
Prueba F
E~d~xa de prueba 1.40
Vator P 0.628
E Prueba de Lwene
2 Erd~Xa de prueba 0.08
=4 Vator P 0.786
<
oM 0. Om oMvB
Intervalos de ronfianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.
< LILIANA r ™ or _ }
2]
s
< LUIS
1./50 1.M75 2. "M 2.M25 2.M50 ZM75
NIVEL 02

F/'gura 4.5. Prueba de varianzas entre analistas Nivel 02.
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Por lo tanto:

Como P-Value = 0.118 es mayor que el nivel de significancia 0.05, entonces
podemos concluir que las medias de ambos analistas son estadisticamente

iguales para el nivel 02.

5.2.4. Analisis de variabilidad entre analistas para el nivel 03
a) Prueba de varianzas iguales: NIVEL 03 vs. ANALISTA

Interoalos de confianza de Bonferroni de 95% para deviaciones estandar

ANALISTA N Inferior Desv.Est. Superior
ANALISTA'1 10 0.0083737 0.0128015 0.0257777
ANALISTA2 10 0.0072943 0.0111513 0.0224549

Prueba F (distribucion normal)
Estadistica de prueba = 1.32, valor p = 0.688
Prueba de Levene (cualquier distribuciéon continua)

Estadistica de prueba = 0.04, valor p = 0.846
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b)

PRUEM DEVARMNAS IGUALES

Prueba F
de prueba 1.2
Valor P 0.n
<
= Prueba de Lwene
; E ~to a de prueba o.w
= Valor P 0o.W
I“rvalM te teMerrra te 95%” ra D'w.Er.
<
[
(%]
]
<
z
<

Figura 4.7. Prueba de variamos entre analistas Nivel 03.

Por lo tanto:

Como el valor de P-Value = 0.688 es mayor que el nivel de significancia
0.05, entonces podemos concluir que las varianzas de ambos analistas son

estadisticamente iguales para el nivel 03.

Prueba de homogeneidad de medias:

Prueba TelCde dos muestras: NIVELO3, ANALISTA

T de dos muestras para NIVEL 03

ANALISTA N Media Desv.Ert. media
ANALISTA 1 10 4.9993 0.0128 0.0040
ANALISTAZ2 10 4.9965 0.0112 0.0035
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Diferencia = mu (ANALISTA 1) - mu (ANALISTA 2)

Estimado de la diferencia: 0.00273

IC de 95% para la diferencia: (-0.00855, 0.01401)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =0.51 Valor P=0.617 GL =
18

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0.0120

Gréafica fe caja fe NWEL 03
5.03-

5.02-
5.01-
5.00-
4.99-
4.98

4.97 T
I~ W LA
ANALOTA

Figura 4.8. Gréfico de cajas de variarnos entre analistas Nivel 03.

Por lo tanto:

Como P-Value = 0.617 es mayor que el nivel de significancia 0.05, entonces
podemos concluir que las medias de ambos analistas son estadisticamente

iguales para el nivel 03.
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5.3. Resultados de veracidad del método:

5.3.1. Analisis Estadistico de la Veracidad del Método

Variable
N1 ANA1
N1 ANA

Variable
N1 ANA1
N1 ANA

Tabla N° 4.3. Resultados de veracidad del método en tres niveles

RESULTADOS DE PCB EN ACEITE

NIVELO1

Analista 1

0.498606
0.500989
0.498372
0.499706
0.498066
0.500328
0.501882
0.500366
0.499400

0.501037

Analista 2 Analistal Analista2 Analista 1

0.499872
0.500017
0.498463
0.501864
0.498651
0.499975
0.500713
0.501165
0.499516

0.499740

a) Nivel 01 (0.5001)

T de una muestra: Analista 1-NO1, Analista 2-NO1

NIVEL 02

2.00642

2.00019

2.00276

1.99800

2.00219

2.00506

1.99462

2.00581

2.00149

2.00332

1.99437
1.99993
1.99717
1.99922
1.99731
2.00574
1.99397
2.00705
1.99850

1.99733

Prueba de mu = 0.4999 vs. no = 0.4999

Error
estandar de
N Media Desv.Est. la media
10  0.499875 0.001268 0.000401
10 0.499998 0.001046 0.000331
P
0.952
0.775
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NIVELO3

4.99752
4.99578
5.01334
5.00732
5.00458
4.98728
4.97394
4.99855
4.98927

4.99761

IC de 95%

Analista 2

5.02656
5.00088
4.99720
4.99836
4.99612
4.98952
4.98240
4.99902
5.01398

4.98848

T

(0.498968, 0.500782) -0.06
(0.499250, 0.500746) 0.30



Grafo deaja de NI LUIS
(con e interalo de confianza t de 95% ~ra la media)

Figura 4.9. Grafica de cajas Prueba T-Student. Nivel 01. Luis
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Por lo tanto:

Los P-Values tanto para el analista Luis (P= 0.952) y Liliana (P= 0.775) son
mayores a 0.05. Lo cual significa que las medias de PCB experimentales
son estadisticamente iguales al valor convencionalmente verdadero de
0.4999 PCB en aceite dieléctrico, por lo tanto el método utilizado es veraz

para el Nivel 01.

b) Nivel 02 (2.000)

Pruebade mu=2vs. no=2

Error

estandar de
Variable N Media Desv.Est. la media IC de 95% T
N2 ANA1 10 2.00199 0.00365 0.00115 (1.99938, 2.00460) 1.72
N2 ANA2 10 1.99906 0.00431 0.00136 (1.99598, 2.00214) -0.69
Variable P
N2ANA1 0.119
N2 ANA2 0.507
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Grafia te aja te N2 LUK
(con e intesalo de cOTfianza t <te 95% (Hra la media)

Figura 4.11. Gréfica de cajas Prueba T-Student. Nivel 02. Luis

Grafia deaja te N2 LILMNA
(con einteralo de confianza tfe 95% “ra la media)

17250 1W75 2AM00 2.0025 2.0050 20075

Figura 4.11. Grafica de cajas Prueba T-Student. Nivel 02. Luis
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Variable
N3 ANA1
N4 ANA2

Variable
N3 ANA1
N4 ANA2

Por lo tanto:

Los P-Values tanto para el analista Luis (P= 0.119) y Liliana (P= 0.507) son
mayores a 0.05. Lo cual significa que las medias de PCB experimentales
son estadisticamente iguales al valor convencionalmente verdadero de

2 000 PCB en aceite dieléctrico, por lo tanto el método utilizado es veraz

para el Nivel 02.

Nivel 03 (5.001)

Prueba de mu = 5.001 vs. no = 5.001

Error
estandar de
N Media Desv.Est. la media IC de 95% T
10 4.99652 0.01115 0.00353 (4.98854, 5.00450) -1.27
10 4,99925 0.01280 0.00405 (4.99009, 5.00841) -0.43

0.236
0.676
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Grafira deraja de N3 LUIS

(ron te e interralo te ronfianza t de 95% para la media)

Figura 4.12: Grafica de cajas Prueba T-Student. Nivel 03. Luis
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Por lo tanto:

Los P-Values tanto para el analista Luis (P= 0.2") y Liliana (P=0.676) son
mayores a 0.05. Lo cual significa que las medias de PCB experimentales
son estadisticamente iguales al valor convencionalmente verdadero de
5.001 PCB en aceite dieléctrico, por lo tanto el método utilizado es veraz

para el Nivel 03.

5.4. Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Tabla N°4.4. Resultados de concentracion de PCB (mg/Kg) en el menor punto
de la curva de calibracion.

Concentracién Concentraciébn  Concentracion

mg/Kg mg/Kg mg/Kg
0.498606 0.500366 0.498651
0.500989 0.499400 0.499975
0.498372 0.501037 0.500713
0.499706 0.499872 0.501165
0.498066 0.500017 0.499516
0.500328 0.498463 0.499740
0.501882 0.501864 0.499872
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5.4.1. Analisis estadistico de Limite de Deteccion y Limite de
Cuantificacion

Concentraciéon Concentraciébn  Concentracion

mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Fecha 09/07/2014 10/07/2014 11/07/2014

1 0.45486118 0.50992317 0.58720448

2 0.46746004 0.53276729 0.56386469

3 0.47813501 0.38379284 0.48903568

4 0.39479261 0.49526936 0.46418499

5 0.43880467 0.48338775 0.45533216

6 0.55377242 0.3871934 0.44229186

7 0.43841897 0.47748424 0.52300245

Promedio 0.46089213 0.46711686 0.50355947

%RSD 10.6166442 12.5553986 11.1315001
PROMEDIO DE LAS DESVIACIONES ESTANDAR 0.05454446
LIMITE DE DETECCION 0.17126961
LIMITE DE CUANTIFICACION 0.4708987
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5.5. Resultados de la Robustez.

Tabla 4.5. Resultados para evaluacion de robustez del método

Sden sl Volmende tempode o
1 0.1 5 25 1.97844
2 0.2 1 25 1.97850
3 0.2 1 15 2.02490
4 0.2 5 25 2.07357
5 0.2 5 15 2.06826
6 0.2 5 25 1.88278
7 0.2 5 15 1.98791
8 0.1 5 25 2.04050
9 0.1 1 25 2.06860
10 0.1 5 15 2.17214
11 0.2 1 15 1.98900
12 0.1 1 15 1.97963
13 0.1 5 15 2.16188
14 0.1 1 15 1.98806
15 - 0.2 1 25 1.93279
16 0.1 1 25 1.97798

Donde:

Muestra: Corresponde a la cantidad muestra de aceite dieléctrico en g.
Volumen de Inyeccién: Es la cantidad de extracto organico inyectado a la columna

del Cromatdgrafo en uL.

Tiempo de Lectura: Es el tiempo de la elucion del analito en la columna del

Cromatégrafo.

5.5.1. Andlisis Estadistico de la Robustez

Ajuste factorial: PCB (mg/Kg vs. Muestra Volumen de inyeccion Tiempo
de lectura)
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Término

Constante

Muestra

0.1

Volumen de i

1

tiempo de le

15

Muestra*Volumen de i

0.1 1
Muestra*tiempo de le

0.1 15

Volumen de {tiempo de le
1 15
Muestra*Volumen de jtiempo de le
0.1 1 15

S =0.0604536 R-cuad. = 66.61%

Coef
2.01906

0.02684

-0.02663

0.02741

-0.01571

0.00211

-0.02445

-0.02480

R-cuad.(ajustado) = 37.39%

Figura 4.14. Evaluacion grafica de robustez.
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SE Coef
0.01511

0.01511

0.01511

0.01511

0.01511

0.01511

0.01511

0.01511

T
133.59

1.78

-1.76

181

-1.04

0.14

-1.62

-1.64

p
0.00

0.114

0.116

0.107

0.329

0.892

0.144

0.139



Gréafira fe “"ra KB
MA7ias de teto

Mue'ra Volumen de inyeccion

2.00-

Figura 4.15. Grafica de evaluacion de efectos de variables.

Se puede obseroar en el gréafico que los efectos tanto de tiempo de Muestras
(9), Volumen Temperatura (°C), Tiempo de Lectura (min) son significativas ya
gue los pvalue son mayores a 0.05 como se indica en el cuadro superior.
Respecto a las interacciones de dos factores y de tres factores estos no son
significativos en la determinacion de PCB en aceites dieléctricos ya que los
pvalue son mayores a 0.05 seglin lo indicado en el cuadro de efectos

principales.
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Orden
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Efecto

SV2

Por lo tanto:

Efecto Peso de la Muestra (g): Las variaciones del peso de la muestra no son

Muestra (g)

0.1

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

01

01

01

0.2

0.1

01

0.1

0.2

01
16.367223
15.937735

0.053686049
0.10804686

Volumen de
inyeccion

15.939474
16.365485
0.053251317
0.10804686

5

[N ¢ ™ N SN, BRSNS, BN B ) BN B G B SN

(=Y

Tiempo de
lectura

25

25

15

25

15

25

15

25

25

15

15

15

15

15

25

25
16.371792
15.933167

0.054828139
0.10804686

PCB

1.97844
1.97850
2.02490
2.07357
2.06826
1.88278
1.98791
2.04050
2.06860
217214
1.98900
1.97963
2.16188
1.98806
1.93279
1.97798

significativos ya que el efecto: 0.05 es menor que el limite para la robustez 0.1.

Efecto Volumen de inyeccién (uL): Las variaciones de volumen de inyeccion

no son significativas ya que el efecto 0.05 es menor que el limite de la robustez

0.1

Efecto tiempo de lectura (min): Las variaciones del tiempo de la lectura no

son significativas ya que el efecto 0.05 es menor que el limite de la robustez

0.1.
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CAPITULO 4

EVALUACION DE LA

INCERTIDUMBRE

Pagina 89



VI.

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE [8, 9]

Este procedimiento abarca al andlisis de multianalitos por cromatografia gaseosa
usando Detector de lonizacion a la Flama (FID), Detector de Fotoionizacién (PID),
Detector de Captura de Electrones (ECD), Detector de Espectrometria de Masas

(MSD).

6.1. INFORMACION BASE

* Certificados de Analisis de las Patrones.

* Certificado de conformidad de microjeringa agilent 1mL

» Certificado de conformidad de microjeringa agilent 100uL
* Certificado de fabrica de Fidla 5mL

* Curva de Calibracion.

» Certifirado de calibracion de Balanza Analitica

» Certificado de verificacion de GC-2 (ECD)

6.2. PROCEDIMIENTO GENERAL:

Tabla 5.1. Procedimiento de estimacién de la incertidumbre

Pasos Descripcion
1 Especificacion del mesurando
2 Identificacion de las Fuentes de Incertidumbre
Estimacion de las Incertidumbres Estandar de los Componentes de la
3 Incertidumbre
4 Estimacion de la Incertidumbre Combinada
5 Estimacion de la Incertidumbre expandida

Expresion de la incertidumbre
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6.3. ESPECIFICACION DEL MESURANDO:

Determinacion de Compuestos Organicos Semi Volatiles por Inyeccion Directa

en Matrices de Aceites Dieléctricos.

N
Cexc kg (15)

Donde: CM Concentracion del analito en la muestra (mg/Kg)
Cc: Concentracion del analito en la curoa de calibracién (mg/L)
Vc: Volumen de Concentrado (mL)

VM Peso de Muestra (g)

Fd: Factor de Dilucién

De no hacerse dilucién a la muestra el factor de diluciéon sera Fd= 1
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6.4. IDENTIFICACION DE LAS FUENTES DE INCERTIDUMBRE

DIAGRAMA DE CAUSA EFECTO

Oefinicién del mesurando (factor férmula) Factor de Dilucion

Factor Analista
Volumen de

muntra P«ode

muestra

Volumen de
Concentrado

Balanza
analitica
Reproduclbllidad
Concentrad”
Referencia 7
Preparacion
depatron«
. Volumen de Fi6la Condicion«
Volumen de Jeringa de Curva
Volumen de Jeringa
. Incertidumbre .
Incertldumbre o Tolerancia *  Niveles de concentracion [} Penvdleme de la curva
o Tolerancia / Repeticiones m  Residuales
+ Concentracion
Factor de
dilucion 2 ddMUOr* t

Factor Curva de
Calibracién

6.5.ESTIMACION DE LAS INCERTIDUMBRE ESTANDAR DE LOS COMPONENTES DE
LA INCERTIDUMBRE

6.5.1. Curva de Calibracion: UGy

La incertidumbre asociada a la cuwa de calibracion esta dada por la
contribucion de la incertidumbre del instrumento, UOnsi),y la incertidumbre de la
preparacion de los estandares de calibracion U repEsf¢, Esta se estima a través

de la Ley de Propagacion de las Incertidumbres.
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~(cc) \] + MprepESt) (16)

Donde:

Yinst) = Incertidumbre del Instrumento

UPreEs)= Incertidumbre de la Preparacion de Estandares

6.5.2. Preparacion de Estandares de Calibracion: U(pgEs)

La incertidumbre asociada a la Preparacion de los Estandares de Calibracion
esta dada por la contribucion de la incertidumbre del Material de referencia
Certfficado, U(Mr). la preparacion de la solucion intermedia, U&ir)l y la

preparacion de los estandares finales de calibracion.

Donde:

U(m") = Incertidumbre del Material de Referencia Certificado
C(mrc) = Concentracion del Material de Referencia Certificado
U("unt) = Incertidumbre de la Solucion Intermedia

fd (i) = Factor de Dilucion de la preparaciéon de la Solucién Intermedia
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UM(12,3...n) = Incertidumbre de la Preparacion de los Estandares de

Calibracion (a partir de la Solucion Intermedia) en los “n” niveles de

concentracion

fd(i,2,3...n) = Factor de dilucion de los “n" niveles de concentracion

> Incertidumbre Estandar del Material de Referencia Certificado (MCR):

Los Certificados de Analisis de los MRC asocian el resultado a una
incertidumbre expandida. La Incertidumbre estandar es el resultado del

cociente de la Incertidumbre expandida entre el Factor de cobertura.

Certificado)
_ (19)
UMRC) Certificado)

Donde:

Nncertidumbre del certificado

K: Factor de cobertura, si no se menciona en el
certificado entonces K=2, al 95% de confianza

> Incertidumbre Estandar de preparacion de Soluciéon Intermedia:

La preparacion de la solucion Intermedia se realiza a partir del MRC

fd (Solini) — v 1)
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Donde:

Fd(SoHnt): Factor de dilucion de Solucion Intermedia

Wi". Volumen de Material de Referencia usado

UAij: Incertidumbre asociada a la medicion del Volumen 1
V2 Volumen total de Dilucion

U~2: Incertidumbre asociada a la mediciéon del volumen 2

La incertidumbre asociada a la medicién de un volumen esté relacionada con
la incertidumbre (o tolerancia) del material volumétrico que se usa para

medir.

Las diluciones del MRC se realizan tomando una alicuota de volumen
conocido del MRC con una Microjeringa y llevandola a Dilucién en un

Matraz Aforado.

y Incertidumbre de microjeringa:
Incertidumbre Tipo B, corresponde a una distribucién

triangular.

Tolerancia de Fabricante
UQEringa) = e e oo 22)
vb
y Incertidumbre de matraz aforado:
Incertidumbre Tipo B, corresponde a una distribucién

triangular

Tolerancia de Fabrlcante
(O Te] F=) TV (23)
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> Incertidumbre para preparacién de estandares

La preparacion de los estandares de calibracion se realiza en “n” niveles de

concentracion dependiendo del método.

» Para el caso de analisis de Compuestos Organicos Semi volatiles las
diluciones se hacen con alicuotas conocidas de Solucion Intermedia y
Solvente Orgéanico (Diclorometano o Hexano) medidas en microjeringas.

» Para el caso de Compuestos Orgéanicos Volatiles las diluciones se realizan
midiendo la Solucién Intermedia en una microjeringa y llevandola a un
volumen total con solvente Organico (Metanol).

En ambos casos se aplicara la ley de la propagacion de las incertidumbres.

Donde:

Fd(1): Factor de dilucién del primer nivel de concentracion de la
Curoa de calibracion

Va Volumen de Solucién Intermedia usado

U(vi): Incertidumbre asociada a la medicion del Volumen de la
Solucion Intermedia

V2 Volumen total (si se usa fidla) o del solvente usado (si se usa
jeringa).

U~2: Incertidumbre asociada a la medicion del volumen total o del

solvente usado.
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» Sise prepara estandares de cuwa de calibracion para Compuestos
organicos semi volatiles usando 2 microjeringas:

El factor de dilucién es:

.(25)

Se determina la incertidumbre de las jeringas con la siguiente formula:

Tolerancia de Fabricante

UQeringa) = .(26)

» Si se prepara estandares de curva de calibracién para compuestos

organicos volatiles usando microjeringa y Fidla:

.(27)
fdn =

Tolerancia de Fabricante
UQeringa') =

Tolerancia de Fabricante

U(Fiola) =

6.5.3. Incertidumbre del proceso de curva de calibraciéon (Instrumento): U(iref)

Los datos experimentales obtenidos para la confeccién de la cuwa de

calibracion puede expresarse como:
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Donde las xnrepresentan las concentraciones de los estandares en la cu™a
de calibracion en sus diferentes niveles. Y los ynrepresentan las respectivas

respuestas del equipo instrumental.

Considerando una curva de comportamiento lineal la expresion matematica

para la recta de calibracion es:

y = a+ bx

Y se obtiene segln la estimacion usual de los minimos cuadrados, de acuerdo

con las siguientes formulas:

(28)

donde el simbolo significa promedio, y se denominara: €, = y;, — a — bxi
al i-ésimo residuo respecto de la recta. Esto es, a la diferencia, en direccion

del eje, entre el punto (x , y) y la recta de calibracion.

La desviacion estandar residual dada por la férmula siguiente:

Indica si es correcto el modelo lineal para ajustar los datos, y a su vez se
cuantifira con (n-2) grados de libertad la incertidumbre asociada a tal ajuste.

Siendo “n’ el nimero de niveles de la curva de calibracion.
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Luego de obtener la recta de calibracion, para determinar la concentracion de

la muestra analizada se mide en forma repetida “m” veces.

Estimandose la incertidumbre asociada mediante la siguiente formula:

Dénde:
Se: Desviacion Estandar de los residuales
b: Pendiente de la curva
n: Nimero de niveles de la curoa
m: Numero de repeticiones de cada nivel
x: Variable de concentracién
X: Promedio de niveles de concentracion

Sx: Desviacion Estandar de los niveles de concentracion

6.5.4. Factor Analista: UR

Para estimar la incertidumbre asociada al analista se realizaran ensayos en
condiciones de reproducibilidad (o reproducibilidad intermedia); vale decir,
diferentes analistas, en diferentes dias, diferentes muestras (de la misma

concentracion conocida).

La Incertidumbre asociada al analista se define como la Desviacién

Estandar en condiciones de Reproducibilidad:
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U~S @)

La desviacion estandar en condiciones de Reproducibilidad se define a

través del siguiente modelo matematico:

SR2=S L2+ SI2 e, (32)

Sr: Desviacion estandar de Repetibilidad
SL: Desviacion estandar entre los laboratorios (analistas)

Doénde:

(tito- 1 B1)(S¢)+(nc-)(s¢ )

(33)
(na-D+(nu-I)+(nc-1)

Sx: Desviacién estdndar de cada analista (a, boc)

nx NUmero de ensayos para cada analista

Los ensayos de reproducibilidad seran 30 dividido en 3 analistas, los

cuales se analizaran en dias distintos.

6.5.5. Factor Sesgo: UB

La Incertidumbre relacionada con el sesgo se estima mediante la diferencia

del promedio con el valor referencial.

UB = Promedio — Valor de Referencia............ (M)
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6.5.6. Factor Férmula

6.5.6.1.

6.5.6.2.

6.5.6.3.

Factor Volumen de Concentrado:

El volumen de concentrado se determina usando un matraz
aforado. Para matraces aforados se presenta Incertidumbre tipo B,

por lo tanto tenemos una distribucion triangular.

__Tolerancia del fabricante
UFidla N (35)

Factor Peso de muestra:

El peso de la muestra es determinado usando una balanza
analitica calibrada. El certificado de calibracion de la balanza
analitica presenta la ecuacion de la estimacion de la incertidumbre

expandida para cada masa.

Para estimar la Incertidumbre Estandar debemos dividir la
Incertidumbre expandida entre el factor de cobertura mencionado
en el certificado. En caso no se mencione el Factor de cobertura se

usara K=2 para una distribucién normal al 95% de confianza.

I UFdérmula del certificado

UPeso de muestra ~ T (36)

Factor de dilucion:

La componente debida al Factor de Dilucion se correlaciona con
las contribuciones volumétricas efectuadas en la preparacion de la

dilucioén:
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Uo. « *
u(Fd) = 20«2 )TK (37)

Donde:
\p es el volumen de enrase.
Vq es la alicuota.

NOTA: Para el caso en que no se haga Dilucién final se considerara: Fd=1

y no se considerara la dilucion final en la estimacion de la Incertidumbre.

6.6. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE COMBINADA

6.6.1. Coeficientes de sensibilidad:

Se calculan como las derivadas parciales de los resultados de medicién
respecto de cada uno de los componentes de entrada. Teniendo en cuenta
que presentamos el factor férmula, calculariamos las derivadas parciales

respecto de cada variable para asi obtener los coeficientes de sensibilidad

Los coeficientes de sensibilidad de los factores analista y sesgo son iguales a

1

Para determinacién de compuestos organicos Semi Volatiles en aceites:

Se tiene la expresion matematica para la concentracién en muestra:
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A continuacién se detallan los coeficientes de sensibilidad para cada variable

------ = X f{IkJ........Coeficiente de sensibilidad. Curoa de Calibracién

roi
------ = -—---X fu ....Coeficiente de sensibilidad. Volumen de concentrado
dVe WM J

&M _ CexVc L. . S
Coeficiente de sensibilidad del factor de dilucion
~dfd~ WM
3Cm Ccryce x fd ...Coeficiente del peso de la muestra
~dfd Whn

Incertidumbre combinada
La Incertidumbre combinada se expresa de la siguiente forma:

Para determinacidon de compuestos organicos Semi Volatiles en aceites
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6.7.INCERTIDUMBRE EXPANDIDA

6.7.1. Factor de Cobertura: k

Para calcular el factor de cobertura, primero debemos hallar los grados

efectivos de libertad “reales” (nUmeros enteros), mediante la siguiente
formula.
Vy*
Vef f 4
yn
u=\ v
Donde:

Uy= Incertidumbre Combinada

Ci= Coeficiente de sensibilidad para cada componente de la

incertidumbre
u= Incertidumbre de cada componente
vi= grados de libertad de cada componente

El factor de cobertura se determina por tabla de factor de cobertura en funcién

del nimero de grados de libertad.

O por la Distribucion t inversa del niumero de grados de libertad con un nivel

de significancia de 0.05.

6.7.2. Incertidumbre expandida:

La Incertidumbre expandida se resuelve del produdo de la incertidumbre

combinada (Uc) con el factor de cobertura (F).
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U= UcxF (41)

6.8. EXPRESION DE LA INCERTIDUMBRE:

El valor de la jncertidumbre sera una funcion de la concentracion y se expresa

asociada a la concentracion.

Resultado = X+ Wk

La jncertidumbre asociada al resultado sera estimada al 95% de confianza. [10,11]

6.9. RESULTADOS:

6.9.1. Incertidumbre correspondiente al sesgo:

Nivel 1 Analista 1 Analista 2 Analista 3

1 0.5052 0.4995990 0.4876740

2 0.5052 0.5000610 0.4929120

3 0.5008 0.5025960 0.5011380

4 0.4923 0.4947560 0.5018570

5 0.5006 0.5052320 0.4977900

6 0.4945 0.4987130 0.5082990

7 0.4978 0.5032780 0.4971360

8 0.5032 0.4932170 0.5057810

9 0.4956 0.4940590 0.5020000

10 0.4883 0.4952290 0.4974500
Promedio 0.4983 0.4987 0.4992
Mediana 0.4992 0.4992 0.4995

U«l) ¥
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Nivel 2

© 0o N o 0o~ WDN P

=Y
o

PROMEDIO
MEDIANA

Nivel 3

© 00 N O oA WDN P

10
PROMEDIO
MEDIAANA

Analista 1

1.9991600
2.0086400
2.0085700
1.9733500
1.9884700
1.9977100
2.0116600
2.0057200
2.0001600
2.0078000
2.0001240

2.0029400

umn -

Analista 1

5.0288500
4.9291900
5.0162200
5.0983100
4.9848900
4.9653100
4.9960300
5.0523800
5.0682200
4.9920000
5.0131400
5.0061250

U~r3

Analista 2

2.0048972
2.0204520
1.9937604
19845293
2.0030965
2.0088786
2.0040849
1.9889545
1.9909555
1.9975192
1.9997128

2.0003078

0.0w7019

Analista 2

4.9949800
4.9282900
4.9995000
5.0710900
4.9998000
4.9592800
4.9423900
5.0355200
5.0258400
5.0132800
4.9969970
4.9996500

s 0.7973
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Analista 3

2.0096500
1.9981200
2.0006700
2.0026800
1.9992800
1.9918900
2.0219400
1.9913000
1.9957200
2.0114400
2.0022690

1.9999750

Analista 3

5.0435900
5.0147200
5.1396300
5.0147800
4.9757300
4.9915200
4.9308100
4.9567300
5.0644800
4.9675600
5.0099550
5.0031200



A. DETERMINACION DEL SESGO REATIVO

Urd  ®  fj|§jO .M 124

Ubi> = 0.0007010
UN3) s 0.0060973
.*100 %
Sr b
promedio

Sr(l) = 0.2524

Sr(2) = 0.03508

Sr(3) = 0.13377

nivel promedio sesgo relativo

i 0.5 0.2524

0.0351

0.1338
0.3000
0.2500
0.20T0
0.1500
0.100T
0.0500
0.0W0
-0.0500
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Sr = 0.0351
| W * 0.27020
6.9.2. Incertidumbre correspondiente al Analista:
Nivel 01
s\ 0.00003203
s\ 0.00TO1785 sx 2.872E-05 S\
S\ 0.00003627 S 0.00535906
ni 10
D 10 unr1, - 0.M"53
n3 10
Nivel 02
S\ 0.00013629
\ 0.00011498 st 000011432 S\
S\ 0.00009170 Sr 0.01069218
ni 10
0 10 Urd = 0.0107896
3 10
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Nivel 03

s2

ni
n2
n3

[A. DETERMINACION DE

Rr

0.00255076
0.00191269
0.00370792
10
10
10

u ATIO 0 %

R

‘promedio

s\

Sr

UrR =

0.00272379 S\ 0.0002594
0.05218992

0.00185

REPRODUCIBILIDAD REATIVA

Ur(l)

Ur(2

1Ur@®

IRr(1)

Rd2)

* 0.00n53
* 0.01078K
* 0.0M185

Rr= Reproducibilidad relativo
UR= Incertidubre asociada al analista
Promedio= Promedio

1.09705

0.53948
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Rr(3) = 1.09237 %

. . Reproducibilidad
nivel promedio

relativa

1 0.5 1.0971
0.5395

3 5 1.0924

Rr = 0.5397 %

0.0107"

6.9.3. Incertidumbre corres™ndiente a la Balanza Analitica:

PESO CE MLESTRA (9) 0.1
INSTRUVENTO CE MEDIAION BALANZA
INCERTIDUVERE EPANDIDA 0.0003
FACTCR CE COBERTURA (K) 2
INCERTIDUVERE ESTANDAR (Vi)

Pagina 110



6.9.4. Incertidumbre correspondiente al matraz aforado:

VOLUMEN DE EXTRACTO (mL) 5
INSTRUMENTO DE MEDICION FI0"5mL
TOLERANCIA DEL FABRICANTE 0.025
INCERTIDUMBRE EXPANDIDA 0.025
FACTOR DE COBERTURA (K) 2.44948974

INCERTIDUMBRE ESTANDAR (Vm)

6.9.5. Incertidumbre correspondiente al factor de dilucion:

Fd 10
Vsolvente 900
Valicuota 11O
H n

ESTIMACION DE~ INCERTIDUMBRE DEL VOLUMEN DEL SOLVENTE
VOLUMEN DE SOLVENTE (mL)
INSTRUMENTO DE MEDICION
INCERTIDUMBRE EXPANDIDA
FACTOR DE COBERTURA (K)
INCERTIDUMBRE ESTANDAR (G)

ESTIMACION DE” INCERTIDUMBRE DEL VOLUMEN ALICUOTA

VOLUMEN ALICUOTA (VAI) 100
INSTRUMENTO DE MEDICION JERIN®
INCERTIDUMBRE EXPANDIDA 0
FACTOR DE COBERTURA (K) 2.44948974

INCERTIDUMBRE ESTANDAR (G)

FACTORES VALORES INCERT. COEF. SENS. APORTE
Vsolvente 900 0 0.01
Valicuota 100 0 -0.09
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6.9.6. Incertidumbre correspondiente a la curva de calibracion:

m

n

Promedio

X

6.9.7. Incertidumbre Combinada:

FACTORES

C

Ve

Fd
Wm
Sesgo

Analistas

2.11428571

2.47
180773.69
1.5414E+10

500

VALORES

INCERT.

2 0.00514522
5 0.01020621

1
0.1

0
0.00015

0.000702
0.010794
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NO
1

N~ o o b~ W

Ecuacion

de larerta:

COEF.
SENS.
50
20
100
-1000

Uc2(TPH)
Uc(TPH)

CONCENTACION AREA

0.5 1539135

0.8 2089694

1 2M7067

2 4500815

2.5 5247882

3 6293077

5 ~~ | 9638875

Y=a+Cb

a 730687.7

b = 1806874
C = 2
APORTE CONTRIBUC.
0.06618313 50.728%
0.04166667 31.937%
0 0.000%
0.0225 17.246%
4.928E-07 0.000%
0.00011651 0.089%

0.13046679
0.36120188



6.9.8. Incertidumbre Expandida:
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Vil. RESUMEN DE RESULTADOS

Tabla N° 6.1. Resumen de resultados de validaciéon

PARAMETRO
EVALUADO

Precisiéon del Método

Veracidad del Método

Limite de Deteccién -
Limite de
Cuantificacién

Linealidad del método

Robustez

Incertidumbre

% RSD EXPERIMENTAL

%RSDr %RSDr

Nivel 01 = 0.2324 Nivel 01 = 0.2330
Nivel 02 = 0.1995 Nivel 02 = 0.2247

Nivel 03 = 0.2402  Nivel 03 =0.2433

% RSD TEORICO

%RSD”i%rc

Nivel 01 =2.2192
Nivel 02 = 1.8024

Nivel 03 = 1.5711

Analista 1 (P Valué) Analista 2 (P Valué)
Nivel 01 = 0.952 Nivel 01 = 0.775
Nivel 02 = 0.119 Nivel 02 = 0.507
Nivel 03 = 0.236 Nivel 03 = 0.676
LDD: 0.1713
LDC: 0.4709

Area = 1806873,713* Conc. + 730687,670

N =0.998

IC (Po) = (656145, 805231)

IC (B,) = (1777839 ; 1835909)

Efecto Muestra: 0.053
Efecto Volumen de Inyeccién: 0.053
Efecto Tiempo de lectura: 0.055

2.00 mg/Kg = 0.707 mg/Kg
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8.1.

8.2.

CONCLUSIONES

La determinacion de Bifenilos Policlorados se realizo con el detector de captura de
electrones (ECD) y no con un detector de espectrometria de masas ya que este
ultimo si bien permite una buena caracterizacion, presenta limites de det*cién
mas altos que el ECD, con lo cual se hace mas eficiente la determinacion de trazas
de bifenilos policlorados con el ECD. Los bifenilos policlorados al presentar
especies atémicas de cloro en su estructura se convierten en especies
electrofilicas 1o que les permite ser sensibles ante el detector de captura de
electrones.

El método demostrd ser preciso comparando las desviaciones estandar relativas
con un valor tedrico de Howitz que determina un maximo de precision en funcion
de la concentracién. La trompeta de Howitz (Figura 7.1) demuestra que la
desviacion estandar relativa se comporta de forma inversa a la concentracion, de
tal forma que si la concentracion es mas pequefia, mas grande sera la variacion
permitida para la desviacion estdndar relativa. En todos los casos las fuentes de
variaciones en los resultados son una combinacién de las variaciones producidas
por los analistas, los materiales, los equipos, las instalaciones, el procedimientos;
los cuales presentan sus propias errores aleatorios asi como incertidumbres. En
todos los caso el RSDr de repetibilidad es menor al RSDr de reproducibilidad este
comportamiento es normal debido a que las desviaciones seran mayores cuando

las condiciones de trabajo sean distintas como en diferentes dias, diferentes

analistas, etc.
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Figura 7.1. Trompeta de Homite.

En la prueba de veracidad el ANALISTA 1 obtuvo las siguientes desviaciones
estandares: 0.0013, 0.0036, 0.0111; mientras que el ANALISTA 2 obtuvo las
siguiente desviaciones: 0.0010, 0.0043 y 0.0128; para las concentraciones 0.5
mg/Kg, 2.0mg/Kg y 5mg/Kg respectivamente. Al ser el analito de mayor
concentracién las desviaciones van creciendo. Notemos que en el segundo y tercer
nivel el ANALISTA 1 presenta menor desviacion estandar que la ANALISTA 2 esto
hace notar que el ANALISTA 1 tiende a ser mas preciso que el ANALISTA 2 en
estos niveles.

El método demostré ser veraz al comparar los resultados con un valor de
referencia aceptado, para esto se utilizd la herramienta del Minitab (t-student)
donde los valores de P resultaron mayores que 0.05. Se utiliz6 la herramienta t-
Student ya que la muestra de valores tenia un comportamiento normal y en
consecuencia se pueden realizar inferencia estadisticas con el promedio. De no

haber presentado nuestro grupo de datos un comportamiento normal se hubiera
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8.6.

tenido que trabajar con la mediana y hubiéramos utilizado otra herramienta
estadistica: Mann-Whitney. Ademas que la afirmacion de nuestros resultados las
hacemos al 95% de confianza.

El limite de deteccion resultd6 0.1713 lo que produce que todos los resultados
menores a este valor serdn considerados como Menores al limite, este resultado
esta determinado al 95% de confianza. El alto limite de deteccion, en comparacion
a las lecturas normales del ECD es debido a que estamos considerando la lectura
total de PCB como aroclor y no la identificacion de cogéneres, nos basamos en
esto al conocer a priori que la concentracion de PCB en su mayoria es la
comercializada como aroclores para aceites dieléctricos. El limite de cuantificacion
0.4709 nos muestra el minimo valor que podemos reportar y asegurar al 95% de
confianza. En ambos casos era indispensable asegurar que el RSD resultara
mayor que el 10% ya que si resultaba menor existia la posibilidad de que el método
de determinacion de del Limrte de deteccion no sea efectivo

La linealidad del método la cual resultd con un coeficiente de correlacién de 0.998
gue es mayor que el esperado 0.995, con esto se demuestra que la linealidad se

cumple. En este caso la linealidad estéa relacionado al rango lineal del detector.

8.7. Para la robustez se escogieron 3 parametros de medicion que podrian afectar al

resultado en el caso particular de hacer pequefas variaciones. Sin embargo se
demostré6 que el efecto de variacion que producen en el resultado no es

significativo por lo que tenemos permitido realizar variaciones en estos parametros

entre el maximo y minimo evaluado.

8.8.Se realz6 la estimacion de la incertidumbre la c”l, se calcul6 a partir de la

definicion de los componentes de la incertidumbre, su cuantificacion como
incertidumbres estandares Dentro de las incerttAumbres estandares se obsedo

gue los mayores aportantes a la incertidumbre combinada son los efectos
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8.10.

8.11.

producidos por las incertidumbres correspondientes a la concentracion (curva de
Alibracién) y al volumen de concentrado. La incertidumbre de la cuwa de
calibracion estd relacionada a los residuales que presentan los puntos
experimentales de la recta de regresién, mientras que la incertidumbre
correspondiente al volumen de concentracion es la relacionada a la fidla utilizada y
su tolerancia. Si desedramos disminuir el valor de la incertidumbre deberiamos
atacar estos puntos. En el caso de la curva de calibracidon puede ser preparando de
nuevo una cuwa de calibracion o también realizando mantenimiento al equipo,
cambiando la columna cromatografica, de tal forma de disminuir los residuales y
aumentar el coeficiente de correlacion. En el caso del volumen de concentrado se
puede comprar una fiéla con una menor tolerancia o también se puede mandar a
calibrar la fidla que utilizamos y ya no utilizar la tolerancia como aportante de la
incertidumbre sino la incertidumbre de calibracién de la fi6la que se esperaria fuera
menor que su propia tolerancia de fabrica.

Se validé el método de determinacion de Bifenilos Policlorados en Aceites
Dieléctricos, demostrando a través de evaluacién de veracidad, precision,
linealidad, robustez, Limite de deteccion y cuantificacion es competente para poder
aplicarse.

Se estim6 la incertidumbre de medicion del método estableciendo los mayores
contribuyentes a la incertidumbre.

El método esta apto para su aplicacion en el alcance establecido. De realizar algin
cambio al método este tiene que ser revalidado, ya sea cambio en el

procedimiento, equipos, analistas.
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