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Resumen:

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) se originan de procesamiento o
combustion del petréleo. Son méas de 100 analitos, pero 16 son los mas estudiados por ser
altamente cancerigenos en concentraciones bajas, a pesar de ser insolubles en el agua es
necesaria su determinacion en aguas potables, naturales y residuales. Con el desarrollo de
un método instrumental, la definicion del protocolo de validacion y la evaluacion de los
resultados obtenidos estadisticamente se obtendrd un método analitico validado que
determina hidrocarburos aromaticos policiclicos en agua mediante Cromatografia Liquida
de alto rendimiento. La extraccion de los HAP’s se realiza mediante la técnica de
extraccion en fase solida (SPE) en modalidad de cartuchos Oasis ®HLB. La elucién se
hace con diclorometano y la concentracion con un rotaevaporador lo que permite llegar a

niveles mas bajos de deteccion cumpliendo con los limites que la ley estipula.

Palabras clave: validacion, haps, hplc, anova

ABSTRACT:

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) originate processing or burning oil. There are
more than 100 analytes, but 16 are the most studied to be highly carcinogenic at low levels,
despite being insoluble in water determination in drinking, natural and waste water is
required. With the development of an instrumental method, the protocol definition
validation and evaluation of results obtained statistically validated analytical method
which determines polycyclic aromatic hydrocarbons in water by high performance liquid
chromatography is obtained. Extracting the PAHSs is performed by the technique of solid

phase extraction (SPE) cartridges in Oasis ®HLB mode. Elution is done with



dichloromethane and concentration with rotary evaporator allowing to reach lower

detection levels in compliance with the limits that the law stipulates.

Introduccion

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) se originan de procesamiento o
combustion del petr6leo. Son mas de 100 analitos, pero 16 son los mas estudiados por ser
altamente cancerigenos en concentraciones bajas, a pesar de ser insolubles en el agua es
necesaria su determinacion en aguas potables, naturales y residuales.

La cromatografia liquida de alta resolucién tiene la capacidad de separar, identificar y
cuantificar los compuestos que estan presentes en cualquier muestra sea esta de origen
farmacéutico, alimenticio, cosmético, forense, ambiental, es por tener estas caracteristicas
que se lo utiliza para determinar concentraciones bajas a nivel de trazas de compuestos

como son los HAP’s.

Delimitacion del problema:
La validaciéon del método analitico cromatografico se realizara bajo las directrices de la
norma ISO/IEC 17025:2005 en la matriz agua residual doméstica, industrial, natural y

potable.

Formulacion del problema:

El agua es un recurso natural no renovable que debe ser preservado y para determinar su
calidad es necesario analizar varios parametros que estan estipulados en la ley de gestién
ambiental entre ellos los hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Es necesaria la validacion de un método que determine los hidrocarburos aromaticos
policiclicos con un rango de trabajo que este dentro de los limites maximos permisibles

que la ley estipula.



Justificacion:

Validar un método analitico permite obtener valores de incertidumbre que nos acercan
al valor verdadero en la cuantificacion de los parametros de estudio, pues toman en cuenta
las desviaciones que pueden existir en el momento del ensayo sean estos ocasionados por
los equipos, el personal o la aplicacion del método, la contaminacion con compuestos
organicos como son los hidrocarburos aromaticos policiclicos en el agua ponen en riesgo

la salud de la poblacion, de alli que su correcta identificacion es indispensable.

Objeto de estudio:
La validacion de un método normalizado EPA 550.1 que determina hidrocarburos

aromaticos policiclicos en agua bajo la norma 1SO 17025.

Campo de accion o de investigacion:
La validacion de un método en este caso cromatografico nos permitira definir si es
confiable y reproducible ademas segun los requerimientos establecidos en la norma ISO

17025 y llegar a un nivel mas bajo de la normativa ambiental.

Objetivo general:
Validar de un método analitico que determina hidrocarburos aromaticos policiclicos en

agua mediante Cromatografia Liquida de alto rendimiento.

Objetivos especificos:
v' Desarrollar un método instrumental en el equipo HPLC que permita identificar los

HAP’s. para muestras de agua



v Definir el protocolo de validacién del método instrumental para determinar la
incertidumbre del método.
v Obtener resultados y evaluarlos estadisticamente para la declaracion del método
como validado con su rango de aplicacion.
La novedad cientifica:
La cromatografia de alta resolucién nos permitird ver hasta partes por billon (ppb) los
hidrocarburos aromaéticos policiclicos y mediante la validacion se pretende dar a la
sociedad un método que sea facil de seguir y reproducible. “La validacion es la
confirmacion mediante examen y la presentacion de pruebas objetivas de que se cumplen

los requisitos particulares para un uso especifico previsto” (ISO/IEC 17025, 2005, p14).



Capitulo 1

MARCO TEORICO

1.1 Teorias generales

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) es una técnica que
permite separar mezclas complejas. La separacion ocurre en una columna que tiene un relleno
poroso (fase estacionaria) y la mezcla disuelta en un solvente (fase movil) pasa a traves de la
columna. Los componentes (analitos) por su afinidad con el relleno de la columna salen en
diferentes tiempos los cuales son registrados por un detector, esta informacion se ve reflejada

en un Cromatograma.

La cromatografia liquida se clasifica por su fase estacionaria en cuatro técnicas:

Cromatografia de Adsorcién

El principio de la cromatografia de adsorcion se conoce de la columna clasica y la cromatografia
en capa fina. Un material relativamente polar, con una alta superficie especifica se utiliza como

fase estacionaria y la fase mavil es relativamente no polar (heptano a tetrahidrofurano).

Cromatografia de fase reversa

La fase estacionaria es muy no polar. La fase movil es relativamente polar (agua a

tetrahidrofurano). Compuestos no polares se eluyen mas tarde de compuestos polares.

Cromatografia de intercambio idnico

La fase estacionaria contiene grupos i6nicos (NRs* o SOs*) que interaccionan con los grupos
ionicos de las moléculas de la muestra. EI método es adecuado para la separacion de, por

ejemplo, aminoacidos, productos metabdlicos i6nicos e iones organicos.



La cromatografia de exclusion por tamafio

Este modo se puede subdividir en cromatografia de permeacion en gel (con solventes organicos)
y cromatografia de filtracion en gel (con soluciones acuosas). cromatografia de exclusion por
tamano separa las moléculas, es decir, de acuerdo con la masa molecular. Las moléculas mas
grandes eluyen primero y después las moléculas mas pequefias. Este es el mejor método para
elegir cuando una mezcla contiene compuestos con una diferencia de masa molecular de al

menos 10%.
Cromatografia idnica

La cromatografia ionica fue desarrollada como un medio de separacion de los iones de acidos

fuertes y bases (por ejemplo, CI, NO3*, Na*, K+).
Instrumento HPLC

Un instrumento de HPLC puede ser un conjunto de médulos o elementos individuales, pero

puede ser disefiado como un Unico aparato también. Indiferente de su forma este consta de:

Figura 1: Diagrama de equipo HPLC
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Fuente: http://lab-training.com/



Bomba

Son necesarias para conseguir y regular la presion y velocidad de flujo de la fase mavil. La
bomba se programa en proporciones diferentes para mezclar los solventes. Genera presiones

por encima de los 6000 psi, libre de pulsaciones, reproducible y resistente a la corrosion.
Fase Movil

La fase mdvil debe ser escogida por sus propiedades cromatograficas pues debe interactuar con
una fase estacionaria adecuada para separar una mezcla de forma rapida y eficiente. Como regla
general, una gama de solventes es potencialmente capaces de resolver cualquier problema

particular, por lo que la seleccion debe basarse en diferentes criterios:

v Viscosidad: Un solvente de baja viscosidad produce una caida de presién mas baja que
un solvente con una mayor viscosidad para una velocidad de flujo especifica.

v Transparencia UV: Si se utiliza un detector UV, la fase mdvil debe ser completamente
transparente a la longitud de onda requerida.

v'Indice de refraccion: s6lo es importante si se utiliza un detector de indice de refraccion.

v Punto de ebullicion: El punto de ebulliciéon deber ser bajo en el caso que se quiera
trabajar con una fraccion para evitar la pérdida de compuestos sensibles al calor.

v Pureza: Mientras mas puro mejor el perfil cromatografico que se obtenga y ayuda a la

vida util del equipo.
Sistema de inyeccion

El ingreso de la muestra es uno de los aspectos criticos del HPLC, si la inyeccion no se realiza

cuidadosamente origina un resultado erroneo, hay tres formas de inyeccion:



a.- Inyectores de jeringa:

La muestra ingresa al sistema cromatografico por medio de una jeringa que pasa a través de una

membrana (septum) y es depositada directamente en la cabeza de la columna.
b.- Inyectores de valvula

El bucle se llena con la muestra y el sello del rotor interno canalizada a continuacion, se gira
para llevar el bucle dentro del solvente. Estas valvulas son conocidas como véalvulas de seis

puertos, ya que tienen seis conexiones.

== |

Figura 2: Diagrama de un inyector

Fuente: http://slideplayer.es

c.- Inyector de sistema automatico (automuestreador)

La base del automuestreador es la valvula de seis puertos también. Su bucle se llena
parcialmente o totalmente como en la operacion manual pero debido a que es automatico se

logra mayor precision y reproducibilidad.
Detectores

Los compuestos analizados son separados en la columna cromatografica y detectados en forma

continua usando diferentes tipos de detectores, estos deben ser escogidos considerando las


http://slideplayer.es/

propiedades fisico quimicas. Algunos detectores son usados en HPLC algunos de ellos son

opticos, luminiscente, electroquimicos y espectrémetro de masas

a.- Detectores Opticos

El detector ultravioleta (UV) probablemente es el més popular y est4 basado en el uso de de
una longitud de onda Unica o varias longitudes de ondas o arreglo de Diodos (DAD). En el
detector UV la luz generada por una ld&mpara de deuterio 190-400 nm dividido en una sola
longitud de onda que pasa a través de la celda del detector conteniendo la fase mévil y los

componentes.

b.- Detectores luminiscentes

Otros detectores espectrofotométricos incluyen los fluorescentes y los quimiluminiscentes. Los
detectores de fluorescencia son mas sensibles que los detectores UV, pero su aplicacion es

limitada principalmente porque solo un reducido nimero de compuestos emiten fluorescencia.

La deteccion quimiluminiscentes es un detector sensible basado en la medida de una luz
generada después de la columna por una reaccion quimica entre los analitos y reactivos

especificos.

c.- Detectores electroquimicos

Los detectores electroquimicos fueron desarrollados recientemente donde se maneja la fuerza
transportando tanto la fase mdvil como los analitos en un flujo electro osmotico en un campo

eléctrico relativamente alto.

d.- Detectores de espectrometro de masas

En el detector de espectrometro de masas los analitos se detectan basadndose en su peso

molecular. La informacion obtenida es especialmente util para la identificacion de compuestos



estructurales. Sin embargo, su uso no se limita a la identificacion de la estructura y se puede

utilizar para cuantificar limites de deteccion muy bajos.

1.2 Teorias sustantivas

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) son un grupo de sustancias quimicas
que se forman durante la combustion incompleta del carbén, petroleo, gas, madera, basura,
u otras sustancias organicas, tales como el tabaco y la carne. Se encuentran a nivel de trazas
en el aire, agua, suelo y sedimentos excepto cerca de su fuente y a pesar de que son
relativamente insolubles en el agua debido a su naturaleza altamente peligrosa amerita su
monitoreo en aguas potables, naturales y residuales. se refiere cominmente a una clase
grande de compuestos organicos que contienen sélo carbono e hidrégeno y se componen de
dos o mas anillos condensados aromaticos. A pesar de los efectos en la salud de los HAP’s
individuales no son exactamente iguales, pero solo 16 han sido seleccionados por su alto

grado de contaminacion en base a su distribucion y carcinogenicidad.

Tabla 1: Formula Quimica de los 16 HAP’s

Naftaleno Acenafteno Fluoreno Fenantreno
,': " — S y ,: u‘l *ﬁ'-.v
A2 N Y & = )
C T 1 =l N\ 7/

Antraceno Fluoranteno Pireno Benz (a) Antraceno

QQg 48 %OO

Fuente: http://www.sigmaaldrich.com/
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Criseno Benzo (b) Benzo (k) Benzo (a) Pireno

fluoranteno fluoranteno
~S0| o | oo | o
Dibenzo (a,h) Benzo (g,h,i) | Indeno (1,2,3-cd) Acenaftileno

antraceno perileno pyrene

3 0 | (Y
0C ‘:‘o‘ | O

1.3 Referentes empiricos

La norma, Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de calibracion y ensayos
ISO 17025:2005 indica que los métodos deben ser validados para confirmar que son adecuados
para el fin previsto. Siendo este un requerimiento de norma nos encontramos con un método
analitico para detectar hidrocarburos aromaticos policiclicos en agua potable EPA 550 en la
ciudad de México con un equipo HPLC acoplado a un espectrometro de masas, también
encontramos una estandarizacion, validacion y evaluacion de la concentracion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos en aguas del rio Cuyabeno en un equipo HPLC con detector UV-VIS y
fluorescencia con el método EPA 550.1. Estas dos investigaciones validan un método

normalizado, pero lo limitan a un solo tipo de agua.

11



Capitulo 2
MARCO METODOLOGICO

2.1 Metodologia:

Hernandez (2010) afirma “El enfoque cuantitativo usa la recoleccién de datos para probar
hipotesis, con base en la medicion numérica y el anélisis estadistico, para establecer
patrones de comportamiento y probar teorias” (p. 4)

De acuerdo con lo que Herndndez afirma se propone validar un método que determina

hidrocarburos arométicos policiclicos HAP’s en aguas.

2.2 Métodos:

Se valida el método analitico EPA 550.1 para la determinacién de hidrocarburos
aromaticos policiclicos en agua, utilizando como técnica analitica la cromatografia liquida
de alta resolucion con un detector de fluorescencia.

La cromatografia liquida de alta resolucion es una de las técnicas méas utilizadas en la
determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos y en combinacién con el detector
de fluorescencia se constituye en una herramienta esencial en el analisis de aguas. El
detector de fluorescencia presenta la ventaja de ser sensible y especifico en la
identificacion de sustancias desconocidas o en la confirmacion de presencia de
compuestos.

La extraccion de los HAP’s se realiza mediante la técnica de extraccion en fase solida
(SPE) en modalidad de cartuchos Oasis ®HLB. La elucidn se hace con diclorometano y
la concentracion con un rotaevaporador lo que permite llegar a niveles mas bajos de
deteccion.

Se prepara solucion stock de 16 HAP’s a partir de estandares certificados la cual sirve para

preparar las soluciones de curva de calibracion y fortificar muestras de agua potable,

12



natural y residual. Se emplea un cromatégrafo HPLC 3000 THERMO con

automuestreador, horno de columna y detector de fluorescencia.

Tabla 2: Condiciones de equipo HPLC

Cromatografo liquido Ultimate 3000 THERMO
Detector Fluorescencia THERMO
Tiempo Excitacién (nm) Emisién (nm)
0 255 315
7 277 330
85 247 364
10 244 400
12 237 460
12.8 237 385
16 277 376
20 255 420
242 300 415
27 250 495
Columna Hypersil Green PAH en mm 150*4.6 tamafio de particula 5 pm
Fase movil (A) Agua

(B) Acetonitrilo

Tiempo Flujo % A %B
0 2 ml/min 50 50
5 2 ml/min 50 50
30 2 ml/min 1 99
31 2 ml/min 50 50
Horno de columna 28°C
Duracion de la corrida 31 minutos

Fuente: Autor

2.3 Hipdtesis

La validacion de un método analitico para la determinacion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos por cromatografia liquida de alta de resolucion se puede realizar en diferentes
matrices de agua: natural, potable y residual y poder detectar niveles mas bajos que los

limites permisibles que estan en las normas de calidad del agua.
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2.4 Universo y muestra

El desarrollo de la validacion se realizard en la ciudad de Guayaquil y se tomaran muestras
de agua de origen natural del rio Daule, potable de la zona norte, domestica (planta de

tratamiento) e industrial (efluente de gasolinera)

2.5 CDIU - Operacionalizacién de variables

Tabla 3. Operacionalizacion de las variables

Variables Tipo de | Unidades Instrumentos
variable

Tiempo de | dependiente | minutos HPLC

retencion

Flujo independiente | ml/min HPLC

Temperatura independiente | C HPLC

2.6 Gestion de datos

Los datos obtenidos en el software Chromeleon seran evaluados estadisticamente
mediante Analisis de Varianza (ANOVA). Esta es una técnica estadistica usada para
separar y calcular la variacion debido a los errores aleatorios de la medicion de la
variacion causada por cualquier otro factor que podria introducir cambios en la medida de
la concentracion de las muestras. Con los valores obtenidos de la precision y el error
sistematico es calculada la incertidumbre de la medicion. El programa elaborado en Excel
efecta el célculo de los parametros estadisticos de interés. En la hoja de célculo

(ANOVA) se calcula la posicion determinada por los errores aleatorios.

2.7 Criterios éticos de la investigacion

La investigacion se efectuara en un laboratorio ambiental acreditado en la norma 1SO
17025 de la ciudad de Guayaquil en busca de la acreditacion de estos parametros. Se

realizara cinco repeticiones en tres dias diferentes.

14



Capitulo 3
RESULTADOS

3.1 Antecedentes de la unidad de analisis 0 poblacion

Las muestras fortificadas que se utilizaran son provenientes del Rio Daule para la matriz de
agua natural, un efluente de gasolinera para la matriz de agua residual industrial, efluente
de planta de tratamiento para la matriz de agua residual doméstica y agua potable de una

casa.

3.2 Diagnostico o estudio de campo:

Se obtienen cromatogramas con la separacion de los 15 HAP’s en estudio tanto en las matrices
fortificadas de agua natural, residual y potable como en los estdndares. Los pardmetros
estadisticos que se generan como resultado son repetibilidad, reproducibilidad, incertidumbre,
limite de deteccion y cuantificacion. No se identifican valores menores a 0,002 ug/l por lo tanto
el limite de deteccion (LD) es igual al limite de cuantificacion (LC) 0,002 nug/l. Los
contaminantes de los solventes y el material de vidrio son interferencias positivas en el método
las cuales se corrigen al correr en forma paralela un blanco, el intervalo de trabajo es de 0,002
ug/l a 0,08 pg/l, excepto para el naftaleno que va desde 0,008 ug/l a 0,08 ug/l. Se obtienen los
valores de incertidumbre para los 15 HAP’s: para el Naftaleno 35,62%, Acenafteno 46,01%,
Fluoreno 34,21%, Fenantreno 26,92%, Antraceno 46,01%, Fluoranteno 34,75%, Pireno
37,73%, Benzo (a) antraceno 34,21%, Criseno 37,73%, Benzo (b) fluoranteno 32,35%, Benzo
(@) pireno 37,73%, Dibenzo (a,h) antraceno 32,05%, Benzo (g,h,i) perileno 26,92%, Indeno

(1,2,3-cd) pireno 46,01%.
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Tabla 4: Descripcion de los 15 HAP’s

Parametro Rango de trabajo en pg/l
Naphthalene 0,008 - 0,08
Acenaphthene 0,002 - 0,08
Fluorene 0,002 - 0,08
Phenanthrene 0,002 - 0,08
Anthracene 0,002 - 0,08
0,0001 - 0,08 0,002 - 0,08
Pyrene 0,002 - 0,08
Benzo (a) Anthracene 0,002 - 0,08
Chrysene 0,002 - 0,08
Benzo (b) fluoranthene 0,002 - 0,08
Benzo (k) fluoranthene 0,002 - 0,08
Benzo (a) Pyrene 0,002 - 0,08
Dibenzo (a,h) anthracene 0,002 - 0,08
Benzo (g,h,i) Perylene 0,002 - 0,08
Indeno (1,2,3-cd) pyrene 0,002 - 0,08
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Capitulo 4
DISCUSION

4.1 Contrastacion empirica:

Se fijaron objetivos de validacion en repetibilidad < 25 % y de reproducibilidad < 30%
obteniéndose 5,59 % como el més alto en el Indeno (1,2,3 cd) Pireno y de 2,80% en el
Fenantreno. En reproducibilidad el méas alto 6,58% en Indeno (1,2,3 cd) Pireno y de 3,96%
como el mas bajo en el Fluoranteno. Siendo estos datos menores que los datos obtenidos
por los referentes empiricos. Estos datos se obtuvieron por medio de la anova que se realizo

con las tres repeticiones durante cinco dias. Ver Anexo 1.

4.2 Limitaciones:

De los 16 HAP’s en estudio queda establecida la validacion del método para 15 HAP’s
que son los analitos que se pueden detectar y cuantificar en el detector de fluorescencia a

excepcion del Acenaftileno que solo se puede detectar por el detector UV-Vis.

4.3 Lineas de investigacion:

Esta investigacion se realiza en 15 HAP’s y puede ser amplificada a analizar mayor

cantidad de hidrocarburos en menos tiempo.

4.4 Aspectos relevantes

Metodologia amigable con el ambiente debido a que no emana vapores y los residuos
liquidos que genera son colectados y eliminados a través de un gestor ambiental, es facil

de aprender y adaptar.
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Capitulo 5

PROPUESTA

La validacion de un método analitico cromatografico el cual se realizara bajo las directrices
de la norma ISO/IEC 17025:2005 en la matriz agua residual domestica, industrial, natural
y potable, tiene por objeto generar un procedimiento el cual se detalla a continuacion:
1. Alcance
Este procedimiento sera aplicado a muestras de agua residual industrial, aguas naturales

y potables.

2. Interferencias y tratamiento

Las interferencias del método pueden ser los contaminantes en los solventes, material de vidrio
los cuales pueden elevar la linea base en el cromatograma. Se debe demostrar que no hay

interferencias mediante la corrida de un blanco por cada lote de muestras corridas.

3.Equipos y materiales

v' HPLC 3000 - THERMO EI-292 y sus accesorios (horno de columna y
automuestreador)

v Equipo manifold

v Campana de extraccion

v" Columna Hypersil Green PAHD in (mm) 150 * 4,6 Particle Sz. (5u)

v Equipo de filtracién en vacio (kitasato y embudo de vidrio)

v" Bomba de vacio

v' Pipetas automaticas

v' Bafio ultrasonico
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v Rota evaporador

v Viales capacidad 2 ml

v Matraces volumétricos 10, 50 y 100 ml utilizados para la preparacion de estandares
no deben tener dafio que comprometa el volumen del mismo

v" Pipetas graduadas y volumétricas

v" Membrana HV (Durapore) en PVDF 0.45 um de poro 47 mm de diametro

v" Cartuchos de extraccion OASIS HLB 6 cc (200 mg)

v Vasos de precipitacion

v" Filtros de jeringa 0,2 um

v" Jeringas comerciales descartables de 3,5 6 10 ml

4. Reactivos

v Metanol grado HPLC
v Acetonitrilo grado HPLC
v" Agua tipo |

5. Preparacion de reactivos

A. Solucion stock de HAP's:

1. Si el fabricante declara la forma de preparacion, proceder siguiendo las directrices dadas
por el mismo.
2. Si el fabricante no declara la forma de preparacion y solo proporciona la concentracion

y solvente, realizar la solucion stock segun requerimiento analitico en base a la siguiente

férmula;

VX C, =V, xC,
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B. Soluciones estandar de HAP'S

Diluya 1 ml de solucion stock de HAP s a 10 ml.

1 pg/ml = 1,0 mg/l HAP's

A partir de aqui prepare estandares de calibracién, segun la siguiente férmula:

’\/1XC1:V2XC2‘

Para la preparacion de las diferentes concentraciones de la curva de calibracién para un volumen

final de 10 ml (V2), tomar los siguientes volimenes:

Tabla 5: Preparacion de curva de calibracién

Concentracion C2 | Volumen V1
(mg/l) (ml)
0,001 0,010
0,005 0,050
0,010 0,100
0,050 0,500
0,100 1,000

6. Preparacioén de la muestra

1. Acondicionamiento del cartucho OASIS agregando 5 ml de diclorometano
grado HPLC.
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Figura 3: Equipo Manifold
Fuente: Autor

2. Enjuague con 5 ml de metanol grado HPLC y luego 5 ml de agua tipo |

3. Cargar 500 ml de muestra a 15 ml/min, tiempo aproximacion de filtracion 33
minutos

4. Lavar con 5 ml agua tipo |

5. Eluir con 8 ml de diclorometano: 5 ml enjuagar la botellay 3 ml en el cartucho
6. Evaporar a sequedad
7. Reconstituir con 2 ml de ACN vy colocarlo en un vial de 2 ml

8. La Inyeccion del extracto se realiza en el HPLC

Figura 4: HPLC Thermo Ultimate 3000

Fuente: www.directindustry.com
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9. Los resultados son integrados automaticamente por el software
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Validacion y Calculo de la incertidumbre

25.0 31

.0

La parte fundamental en la validacion de un método que determine los hidrocarburos

aromaticos policiclicos con un rango de trabajo que este dentro de los limites maximos

permisibles que la ley estipula es el disefio experimental que consta de:

Precision de Repetibilidad

Analizar materiales de referencia internos preparados a partir de blancos fortificados a

diferentes concentraciones (cinco niveles de concentracion) en el intervalo de trabajo,

trabajar por quintuplicado en cada nivel. Las condiciones de Repetibilidad son mismo

analista, equipo y laboratorio en un periodo de tiempo corto. Determinar la desviacion

estandar por Repetibilidad en cada concentracién. Ver anexo 1.
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Precision de Reproducibilidad

Repeticion del disefio anterior en dias y analistas distintos, mismo laboratorio en

condiciones de reproducibilidad. Determinar la desviacion estandar por Reproducibilidad

en cada concentracion. Ver Anexo 1.

Limite de Deteccion

Analizar un blanco de agua grado hplc, 5 repeticiones por analista. Ver Anexo 1.

Tratamiento estadistico

Analisis de varianza ANOVA y la obtencion de:

v

v

v

Intervalo de trabajo validado

Incertidumbre.
Desviacion estandar de repetibilidad (sr)

Desviacion estandar de reproducibilidad (sr)

Desviacion estandar relativa de repetibilidad (%RSDy)

Desviacion estandar relativa de reproducibilidad (%RSDr)

%RSD =

x| v

% de recuperacion

% de exactitud
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Conclusiones

v El desarrollo un método analitico instrumental en el equipo HPLC nos permite
identificar 15 HAP’s con buena resolucién y simetria.

v' Ladefinicion del protocolo de validacién ha permitido tener las pautas para realizar
el nimero de repeticiones las cuales generan los datos que permiten realizar el
analisis estadistico.

v" Después del desarrollo de la investigacion y el analisis estadistico de los resultados
se declara el método analitico cromatografico como validado con su respectivo

rango de aplicacion.

Recomendaciones

v Realizar una validacién con diferentes tipos de columna para que haya mayor
variabilidad y evitar estar sujeto a depender de un solo fabricante.

v" Ampliar el rango de la validacion a otro tipo de matrices como por ejemplo
aguas marinas.

v Se recomienda que el organismo de control supervise el cumplimiento de las
normas regulatorias en los diferentes tipos de agua.

v" No reutilizar solventes recuperados en el analisis cromatografico debido a que
puede ocasionar una desviacion de los resultados y en corto plazo un dafio en

el equipo HPLC.
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ANEXOS

Anexo 1

NAFTALENO
FUNCION DE RESPUESTA|  INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacidn de linealidad Y =228785,848 X + 29,411 n-a
R 1,000 n-a
Recuperacién en % n-a 101,66
PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE
Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup |K=2 (ng/l) |En %
0,008 0,00018 | 2,29 |0,00019| 2,31 | 10025 | 00014 [17,18
0,014 0,00028 | 2,01 |0,00031| 222 | 9901 | 00014 11030
0,025 0,00096 | 3,80 |0,00096| 381 | 10082 | 0023 1933
0,080 0,00044 | 055 |0,00044| 055 | 10005 | 0018 |23l
0,015 0,00107 | 7,42 |000132| 909 | 9e51 | 0031 120,70
0,030 0,00121 | 368 |0,00137| 417 | 1118 | 00033 |1086
0,060 0,01047 | 16,97 | 0,01047 | 16,97 | 102,80 | 0214 13562
Global n-a 525 | na | 559 | 101,66 na |3562
LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantifica(,:ién No se identifican I\(;a'::r:fg Ir_nlgr;clirgs a 0,008 pg/l por
LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C)) 0,008 ug/l

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor
posible
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ACENAFTENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =884480,425 X - 330,829 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 104,98

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ng/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2(ug/l) | En%
0,002 0,00014 6,99 | 0,00014 6,99 98,40 0,0009 |46,01
0,008 0,00050 6,42 | 0,00050 6,45 97,75 0,0013 16,50
0,014 0,00048 3,45 | 0,00048 3,49 98,54 0,0013 8,98
0,025 0,00031 1,24 | 0,00033 1,31 100,03 0,0010 4,01
0,080 0,00061 0,77 | 0,00061 0,77 99,65 0,0017 2,18
0,015 0,00147 8,31 | 0,00225 | 12,75 125,60 0,0052 | 34,92
0,030 0,00295 8,33 | 0,00363 | 10,25 118,09 0,0075 | 24,86
0,060 0,00564 9,23 | 0,00651 | 10,66 101,81 0,0134 | 22,40
Global n-a 5,59 n-a 6,58 104,98 n-a 46,01
LIMITE DE DETECCION (L.D)

Tomado del limite de cuantificacion. No se identifican valores menores a 0,002 ng/l por lo

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C) tanto LD=LC; 0,002 pg/I.

Verificado experimentalme;r:)tsei tr:l":les.ta obtener el minimo valor
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FLUORENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =1142308,961 X - 206,986 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 101,95

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ng/l) Repetibilidad Reproducibilidad Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR % Recup K=2 (ug/l) En %

0,002 0,00016 7,95 0,00017 8,29 102,06 0,0007 34,21
0,008 0,00038 4,80 0,00038 4,80 100,20 0,0010 12,03
0,014 0,00044 3,19 0,00045 3,20 99,40 0,0011 7,51
0,025 0,00049 1,96 0,00051 2,05 99,33 0,0012 4,61
0,080 0,00045 0,56 0,00049 0,61 99,88 0,0013 1,63
0,015* 0,00127 8,95 | 0,00157 | 11,09 93,60 0,0033 22,24
0,030 0,00127 3,49 0,00244 6,69 121,71 0,0050 16,67
0,060 ° 0,00259 4,35 0,00285 4,78 99,44 0,0059 9,87
Global n-a 4,41 n-a 5,19 101,95 n-a 34,21

LIMITE DE DETECCION (L.D.)

Tomado del limite de cuantifi(,:acic')n No se identifican valores menores a 0,002 pg/l por lo tanto

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C)) LD=LC; 0,002 g/l

Verificado experimentalmente hasta

obtener el minimo valor posible.
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FENANTRENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =4222615,444 X - 411,388 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 98,41

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ng/l) | En %
0,002 0,00014 6,61 | 0,00014 | 6,61 102,38 0,0005 | 25,04
0,008 0,00017 2,11 | 0,00017 | 2,13 99,65 0,0005 6,56
0,014 0,00020 1,40 | 0,00020 | 1,40 99,94 0,0005 3,91
0,025 0,00034 1,35 | 0,00034 | 1,36 99,87 0,0008 3,13
0,080 0,00046 0,58 | 0,00046 | 0,58 99,93 0,0011 1,39
0,015* 0,00145 10,14 | 0,00195 | 13,58 95,69 0,0040 | 26,92
0,030 2 0,00033 1,06 | 0,00181 | 5,76 104,42 0,0037 |12,37
0,060 ° 0,00068 1,11 | 0,00074 | 1,22 85,40 0,0016 2,69
Global n-a 3,04 n-a 4,08 98,41 n-a 26,92

LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantificacion

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.)

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor
posible.

No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo

tanto LD=LC; 0,002 ug/I.
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ANTRACENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =884480,425 X - 330,829 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 104,98

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ng/l) | En %
0,002 0,00014 6,99 | 0,00014 6,99 98,40 0,0009 |46,01
0,008 0,00050 6,42 | 0,00050 | 6,45 97,75 0,0013 | 16,50
0,014 0,00048 345 | 0,00048 | 3,49 98,54 0,0013 | 8,98
0,025 0,00031 1,24 | 0,00033 1,31 100,03 0,0010 4,01
0,080 0,00061 0,77 | 0,00061 0,77 99,65 0,0017 2,18
0,015 0,00147 8,31 | 0,00225 | 12,75 125,60 0,0052 | 34,92
0,030 0,00295 8,33 | 0,00363 | 10,25 118,09 0,0075 | 24,86
0,060 0,00564 9,23 | 0,00651 | 10,66 101,81 0,0134 122,40
Global n-a 5,59 n-a 6,58 104,98 n-a 46,01
LIMITE DE DETECCION (L.D.)

Tomado del limite de cuantificacion. No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.) tanto LD=LC; 0,002 ug/I.

Verificado experimentalmv;r:)tsei t?lzs_ta obtener el minimo valor
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FLUORANTENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =3349827,375 X - 457,361 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 102,17

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ng/l) | En %
0,002 0,00012 6,10 | 0,00012 | 6,12 97,60 0,0007 | 34,75
0,008 0,00016 1,95 | 0,00016 | 1,99 99,75 0,0007 | 8,65
0,014 0,00018 1,31 | 0,00018 | 1,32 99,74 0,0007 | 4,95
0,025 0,00023 0,93 | 0,00026 | 1,05 99,92 0,0008 | 3,07
0,080 0,00035 0,44 | 0,00035 | 0,44 100,03 0,0012 | 1,45
0,015 0,00138 9,54 |0,00195 | 1351 96,31 0,0041 | 27,12
0,030 0,00034 0,97 | 0,00211 | 6,04 116,71 0,0043 | 14,47
0,060 0,00075 1,17 | 0,00080 | 1,24 107,31 0,0018 | 3,03
Global n-a 2,80 n-a 3,96 102,17 n-a 34,75

LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantificacion.

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.)

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor
posible.

No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo
tanto LD=LC; 0,002 pg/l
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PIRENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =1394092,232 X - 133,853 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 101,42

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup | k=2 (ug/l) | En %
0,002 0,00019 9,43 | 0,00019 9,47 95,30 0,0008 | 37,73
0,008 0,00027 3,39 | 0,00027 | 3,40 99,55 0,0008 | 10,26
0,014 0,00038 2,70 | 0,00038 2,70 100,23 0,0010 | 6,90
0,025 0,00026 1,05 | 0,00029 1,16 99,79 0,0008 | 3,23
0,080 0,00043 0,54 | 0,00051 | 0,64 99,84 0,0014 | 1,72
0,015 0,00137 9,77 |0,00188 | 1343 93,11 0,0039 | 26,14
0,030 0,00200 550 | 0,00299 | 8,22 121,33 0,0061 |20,43
0,060 0,00195 3,18 | 0,00229 | 3,73 102,24 0,0048 | 7,95
Global n-a 4,44 n-a 5,34 101,42 n-a 37,73
LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantificacion. No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo
LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C) tanto LD=LC; 0,002 pg/l.
Verificado experimentalmvi)r;tsei k:\lz;s.ta obtener el minimo valor
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BENZO (A) ANTRACENE

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =1142308,961 X - 206,986 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 101,95

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ug/l) | En%
0,002 0,00016 7,95 | 0,00017 | 8,29 102,06 0,0007 |34,21
0,008 0,00038 4,80 | 0,00038 | 4,80 100,20 0,0010 |[12,03
0,014 0,00044 3,19 | 0,00045 | 3,20 99,40 0,0011 | 7,51
0,025 0,00049 1,96 | 0,00051 | 2,05 99,33 0,0012 | 4,61
0,080 0,00045 0,56 | 0,00049 | 0,61 99,88 0,0013 | 1,63
0,015 0,00127 8,95 | 0,00157 | 11,09 93,60 0,0033 | 22,24
0,030 0,00127 3,49 | 0,00244 | 6,69 121,71 0,0050 | 16,67
0,060 0,00259 435 | 0,00285 | 4,78 99,44 0,0059 | 9,87
Global n-a 4,41 n-a 5,19 101,95 n-a 34,21

LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantificacion

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.)

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor
posible.

No se identifican valores menores a 0,002 ug/1 por lo

tanto LD=LC; 0,002 pg/l
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CRISENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =1394092,232 X - 133,853 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 101,42

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup | k=2 (ug/l) | En %
0,002 0,00019 9,43 | 0,00019 9,47 95,30 0,0008 | 37,73
0,008 0,00027 3,39 | 0,00027 | 3,40 99,55 0,0008 | 10,26
0,014 0,00038 2,70 | 0,00038 2,70 100,23 0,0010 | 6,90
0,025 0,00026 1,05 | 0,00029 1,16 99,79 0,0008 | 3,23
0,080 0,00043 0,54 | 0,00051 | 0,64 99,84 0,0014 | 1,72
0,015 0,00137 9,77 |0,00188 | 1343 93,11 0,0039 | 26,14
0,030 0,00200 550 | 0,00299 | 8,22 121,33 0,0061 | 20,43
0,060 0,00195 3,18 | 0,00229 | 3,73 102,24 0,0048 | 7,95
Global n-a 4,44 n-a 5,34 101,42 n-a 37,73
LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantificacion. No se identifican valores menores a 0,002 ug/1 por lo
LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C) tanto LD=LC; 0,002 pg/l.
Verificado experimentalmvi)r;tsei k:\lz;s.ta obtener el minimo valor
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BENZO (b) FLUORANTENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =2541199,217 X - 268,824 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 102,80

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ng/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ng/l) | En %
0,002 0,00013 6,32 | 0,00013 | 6,33 102,82 0,0006 | 32,35
0,008 0,00051 6,18 | 0,00051 | 6,20 102,70 0,0012 |14,70
0,014 0,00030 2,12 | 0,00032 | 2,25 100,35 0,0008 | 5,94
0,025 0,00040 1,61 | 0,00041 | 1,63 99,89 0,0010 | 3,89
0,080 0,00038 0,47 | 0,00052 | 0,65 99,98 0,0013 | 1,68
0,015 0,00140 9,80 | 0,00197 | 13,78 95,33 0,0041 |27,35
0,030 0,00037 1,02 | 0,00224 | 6,20 120,53 0,0046 | 15,29
0,060 0,00083 1,38 | 0,00088 | 1,45 100,80 0,0019 | 3,22
Global n-a 3,61 n-a 4,81 102,80 n-a 32,35

LIMITE DE DETECCION (L.D.)

Tomado del limite de cuantificacion.

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C))

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor

posible.

No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo
tanto LD=LC; 0,002 ug/I.
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BENZO (k) FLUORANTENE

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =884480,425 X - 330,829 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 104,98

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2(ug/l) | En%
0,002 0,00014 6,99 | 0,00014 6,99 98,40 0,0009 |46,01
0,008 0,00050 6,42 | 0,00050 6,45 97,75 0,0013 16,50
0,014 0,00048 3,45 | 0,00048 3,49 98,54 0,0013 8,98
0,025 0,00031 1,24 | 0,00033 1,31 100,03 0,0010 4,01
0,080 0,00061 0,77 | 0,00061 0,77 99,65 0,0017 2,18
0,015 0,00147 8,31 | 0,00225 | 12,75 125,60 0,0052 | 34,92
0,030 0,00295 8,33 | 0,00363 | 10,25 118,09 0,0075 | 24,86
0,060 0,00564 9,23 | 0,00651 | 10,66 101,81 0,0134 | 22,40
Global n-a 5,59 n-a 6,58 104,98 n-a 46,01
LIMITE DE DETECCION (L.D)

Tomado del limite de cuantificacion. No se identifican valores menores a 0,002 pg/l por lo

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C) tanto LD=LC; 0,002 pg/I.

Verificado experimentalmr;)r:)tsei t?lis_ta obtener el minimo valor
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BENZO (a) PIRENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =1394092,232 X - 133,853 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 101,42

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | k=2 (ug/l) | En %
0,002 0,00019 9,43 | 0,00019 | 9,47 95,30 0,0008 | 37,73
0,008 0,00027 3,39 | 0,00027 | 3,40 99,55 0,0008 | 10,26
0,014 0,00038 2,70 | 0,00038 | 2,70 100,23 0,0010 | 6,90
0,025 0,00026 1,05 | 0,00029 | 1,16 99,79 0,0008 | 3,23
0,080 0,00043 0,54 | 0,00051 | 0,64 99,84 0,0014 | 1,72
0,015 0,00137 9,77 |0,00188 | 1343 93,11 0,0039 | 26,14
0,030 0,00200 550 | 0,00299 | 8,22 121,33 0,0061 | 20,43
0,060 0,00195 3,18 | 0,00229 | 3,73 102,24 0,0048 | 7,95
Global n-a 4,44 n-a 5,34 101,42 n-a 37,73

LIMITE DE DETECCION (L.D.)

Tomado del limite de cuantificacion.

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.)

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor

posible.

No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo
tanto LD=LC; 0,002 ug/I.
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DIBENZO (a,h) ANTRACENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =1867743,371 X - 474,158 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 102,29

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ng/l) | En %
0,002 0,00013 6,60 | 0,00013 | 6,60 101,42 0,0006 |32,05
0,008 0,00039 4,98 | 0,00040 | 5,00 98,75 0,0010 |12,17
0,014 0,00201 14,76 | 0,00203 | 14,94 97,03 0,0042 | 29,83
0,025 0,00038 1,51 | 0,00038 | 1,53 100,30 0,0009 3,70
0,080 0,00050 0,63 | 0,00051 | 0,64 99,82 0,0013 1,66
0,015 0,00144 10,25 | 0,00191 | 13,60 93,56 0,0040 | 26,54
0,030 0,00039 1,05 | 0,00238 | 6,39 124,40 0,0049 | 16,24
0,060 0,00184 2,97 0,00194 3,14 103,06 0,0041 6,76
Global n-a 5,34 n-a 6,48 102,29 n-a 32,05

LIMITE DE DETECCION (L.D.)

Tomado del limite de cuantificacion

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.)

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor
posible.

No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo

tanto LD=LC; 0,002 pg/l
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BENZO (g,h,i) PERILENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =4222615,444 X - 411,388 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 98,41

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U
Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2 (ng/l) | En %
0,002 0,00014 6,61 | 0,00014 6,61 102,38 0,0005 | 25,04
0,008 0,00017 2,11 | 0,00017 2,13 99,65 0,0005 6,56
0,014 0,00020 1,40 | 0,00020 1,40 99,94 0,0005 3,91
0,025 0,00034 1,35 | 0,00034 1,36 99,87 0,0008 3,13
0,080 0,00046 0,58 | 0,00046 0,58 99,93 0,0011 1,39
0,015 0,00145 10,14 | 0,00195 | 13,58 95,69 0,0040 | 26,92
0,030 0,00033 1,06 | 0,00181 5,76 104,42 0,0037 12,37
0,060 0,00068 1,11 | 0,00074 1,22 85,40 0,0016 2,69
Global n-a 3,04 n-a 4,08 98,41 n-a 26,92
LIMITE DE DETECCION (L.D.)

Tomado del limite de cuantificacion No se identifican valores menores a 0,002 pg/1 por lo

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C)) tanto LD=LC; 0,002 pg/l.

Verificado experimentalmt:)r(n)tseigllaes.ta obtener el minimo valor
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INDENO (1,2,3-cd) PIRENO

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
Ecuacion de linealidad Y =884480,425 X - 330,829 n-a
R2 1,000 n-a
Recuperacion en % n-a 104,98

PRECISION, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ug/l) Repetibilidad Reproducibilidad | Veracidad U

Sr % CVr SR % CVR | % Recup | K=2(ug/l) | En%
0,002 0,00014 6,99 | 0,00014 | 6,99 98,40 0,0009 | 46,01
0,008 0,00050 6,42 | 0,00050 | 6,45 97,75 0,0013 | 16,50
0,014 0,00048 3,45 | 0,00048 | 3,49 98,54 0,0013 | 8,98
0,025 0,00031 1,24 | 0,00033 | 1,31 100,03 0,0010 | 4,01
0,080 0,00061 0,77 | 0,00061 | 0,77 99,65 0,0017 | 2,18
0,015 0,00147 8,31 | 0,00225 | 12,75 125,60 0,0052 | 34,92
0,030 0,00295 8,33 | 0,00363 | 10,25 118,09 0,0075 | 24,86
0,060 0,00564 9,23 | 0,00651 | 10,66 101,81 0,0134 122,40
Global n-a 5,59 n-a 6,58 104,98 n-a 46,01

LIMITE DE DETECCION (L.D.)
Tomado del limite de cuantificacion.

LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.)

Verificado experimentalmente hasta obtener el minimo valor
posible.

No se identifican valores menores a 0,002 ng/l por lo

tanto LD=LC; 0,002 pg/I.
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