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RESUMEN

La investigacidn consistio en la implementacién y verificacion del método AOAC (por sus
siglas en ingles Association of Official Agricultural Chemists) 968.08 para la determinacién
de Cobre (Cu) en el musculo de camarones utilizando el equipo de espectrofotometria de
absorcion atémica (AA) modelo AA6800 marca SHIMADZU bajo las condiciones
especificas del Laboratorio de Sanidad Acuicola / Centro de Estudios del Mar y
Acuicultura -CEMA-.

Para la verificacion del método se analizaron los siguientes pardmetros de desempefio:
exactitud, especificidad, limite de deteccion, linealidad y rango, a fin de que estos
permitan al Centro de Estudios del Mar y Acuicultura brindar un servicio confiable.

El proyecto de investigacion se trabajo en tres fases. En la primera etapa se realizé una
recopilacion teorica de informacién del equipo, se implement6 el método y por ultimo se

documenté el proceso de implementacion.

En la segunda etapa se realizé una serie de pruebas experimentales con el fin de
implementar el método AOAC 968.08 permitiéndose asi la obtencién de la informacion
acerca de los parametros de desempefio del método con el equipo especifico y las

condiciones existentes en el laboratorio.

La tercera etapa se trabajo utilizando los resultados obtenidos al implementar el método y
realizando las pruebas estadisticas permitieron determinar si se cumple con los criterios
de aceptacion de métodos propuestos por la Oficina Guatemalteca de Acreditacion -OGA-
en el 2007.

La investigacion dio como resultado que el método planteado cumple con los parametros
de desempefio de: exactitud, especificidad, limite de deteccion, linealidad y rango,
demostrando que éste puede ser utilizado en el Laboratorio de Sanidad Acuicola de
CEMA.



ABSTRACT

The investigation consisted in verify and implement the AOAC 968.08 method for the
determination of copper (Cu) in shrimp muscles using a SHIMADZU AA6800 atomic
absorption spectrophotometer (AA), under the conditions of the Aquiculture Sanity

Laboratory in CEMA (Centro de Estudios del Mar y Acuicultura).

To verify the method the following parameters were analyzed: exactness, specificity,
detection limit, line precision and range. This analysis was made in order to have a reliable

service.

The investigation project was developed in three phases. In the first phase a literature
research for the functions of the apparatus took place, the method was implemented and
last the documentation process.

The second phase was the experiment try outs to obtain information about the parameters
that apply to the specific apparatus in the laboratory and the existing conditions to

implement the method.

In the third phase the results from the first and second phases, were used in a statistics
method to establish the acceptance of the methods proposed by the OGA (Oficina

Guatemalteca de Acreditacion)

The result of the research was that the proposed method has the following approved
parameters: exactness, specificity, detection limit, line precision and range proving that it

can be used in the Aquiculture Sanity Laboratory in CEMA.
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l. INTRODUCCION

Al ser el cobre un metal pesado de importancia en el sector hidrobiolégico del pais, es
necesaria la implementacion de andlisis de laboratorio que permitan la determinacion y
cuantificacion de este elemento en distintas matrices. En este caso se implementd y se
verificd el método AOAC 968.08 (Minerals in animals in feed and pet food; atomic
absortion espectrpphotometric metod) que permite establecer la presencia y cuantificar

este elemento en camarones.

A fin de implementar el método se recolect6 informacién con respecto al equipo, la matriz
de andlisis y el elemento a estudiar; permitiéndose de esta manera establecer que el
método AOAC 968.08 cumple con las condiciones del Laboratorio de Sanidad Acuicola de
CEMA para ser implementado. A su vez el método fue verificado, proceso que consistié
en la realizacion de evaluaciones con el equipo de absorcién atomica (AA6800
SHIMADZU) lograndose de esta manera estudiar los parametros de desempefio

exactitud, especificidad, limite de deteccién, linealidad y rango.

El documento contiene a detalle los resultados de cada uno de los estudios de evaluacién
de los parametros de desempefio del método asi como el contraste comparativo con los

criterios de aceptacion de la OGA.

Se establecid que la implementacion de metodologias estandares y la verificacion de
métodos son herramientas de suma importancia en los laboratorios de analisis pues es
por medio de este proceso que se da validez y se puede garantizar la certeza de los

resultados de un analisis.

El estudio permitié concluir que el Laboratorio de Sanidad Acuicola del CEMA cumple con
todos los requerimientos de equipo, insumos Yy condiciones necesarias para la
implementacion del método AOAC 968.08 (Minerals in animals in feed and pet food;
atomic absortion espectrpphotometric metod), asi también que los parametros de
desempefio exactitud, especificidad, limite de deteccion, linealidad y rango se encuentran
dentro de los criterios de aceptacion que establece la OGA para los laboratorios de

analisis.



Il. JUSTIFICACION

Debido a que el Cobre (Cu) es un metal pesado que tiene un alto potencial de toxicidad y
es bioacumulable en los organismos acuaticos y en el ser humano, es necesaria la
determinacién y cuantificacion del mismo. Ya que los camarones son organismos
acuaticos para el consumo humano, es importante para el mercado nacional e
internacional que los productos cuenten con certificados de analisis confiables y certeros
de elementos residuales.

La etapa de verificacion consiste en examinar un método normalizado, en este caso el
método AOAC 968.08 para determinar su conformidad con el uso previsto. Para ello es
necesario evaluar las caracteristicas o parametros de desempefio, las cuales permiten
garantizar que el método desarrollado cumple con los criterios de aceptacién planteados
por OGA, entidad que evalla, acredita y valida los métodos de laboratorio en el pais. El
cumplir con los criterios de aceptacion garantiza que el método es capaz de evaluar un

analito segun las condiciones, caracteristicas y procesos especificos del laboratorio.

El Centro de Estudios del Mar y Acuicultura -CEMA- cuenta con equipo altamente
tecnificado para la determinacién de metales pesados, por lo que la implementacién y
verificacion de metodologias especificas se vuelve relevante, de esta manera el centro
garantiza que los proyectos de investigacion y servicios que este pueda prestar se

encuentran dentro de los criterios de aceptacion de la autoridad competente en el pais.

Por lo anterior surge la necesidad de evaluar los parametros de desempefio del método
espectrofotométrico por absorcion atomica AOAC 968.08, siendo este el método

aceptado internacionalmente para la determinacion cobre en alimentos.

A corto plazo la evaluacién de los parametros de desempefio permite agilizar el proceso
de implementacion y verificacion del método. A mediano plazo se espera documentar la
capacidad y garantizar que el método utilizado por el laboratorio es apto para el propésito
que fue disefiado. A largo plazo la evaluacion de los parametros de desempefio permiten
qgue el Laboratorio de Sanidad Acuicola, como parte integral del Centro de Estudios del
Mar y Acuicultura, preste servicios confiables en la determinacién y cuantificacion de

Cobre (Cu) en el masculo de camaron.



M. MARCO TEORICO

3.1 Fuentes de Cobre

El Cobre se encuentra en diferentes estados en la naturaleza. Puede adquirirse en el
ambiente, pues este es liberado por la industria minera, actividades agricolas y de
manufactura, y por la liberaciébn de aguas residuales a rios y lagos, también es
liberado desde fuentes naturales como por ejemplo volcanes, polvo que sopla el
viento, vegetacion en descomposicion e incendios forestales. Este elemento liberado
al ambiente generalmente se adhiere a particulas de materia organica, arcilla, tierra o
arena (CESCO, 1994).

El Cobre no se degrada en el medio ambiente. Los compuestos de este mineral
pueden liberarse al aire, el agua o los alimentos. En el ser humano se puede adquirir

por respirar aire, tomar agua, comer alimentos, o por contacto de la piel.

El agua potable puede tener niveles altos de Cu si se conduce por cafierias de este
material asi como agua con alta acidez. Los lagos y rios que han sido tratados con
compuestos de Cobre para controlar algas o que reciben agua de refrigeracion de
plantas de energia pueden tener altas concentraciones del mismo. Los suelos
también pueden tener niveles altos de este mineral, especialmente cerca de
fundiciones de este metal. Se puede estar expuesto al Cu si se ingieren fungicidas que
lo contienen, o si vive cerca de una mina, asi como puede estar expuesto si se trabaja

con metales que contienen el elemento (CESCO, 1994).

3.2 Efectos ambientales del Cobre

La produccion mundial est todavia creciendo. Esto basicamente significa que mas y
més Cobre termina en el medioambiente. Los rios estdn depositando barro en sus
orillas que estdn contaminados con Cu, debido al vertido de aguas residuales
contaminadas. Este elemento entra en el aire, mayoritariamente a través de la
liberacion durante la combustion de diesel permaneciendo por un periodo de tiempo

eminente, antes de depositarse cuando empieza a llover. Este terminara mayormente



en los suelos, como resultado, los suelos pueden también contener grandes
cantidades de Cobre después de que éste sea depositado desde el aire (World
Copper Factbook, 2007).

El Cobre puede ser liberado en el medioambiente tanto por actividades humanas
como por procesos naturales. Ejemplo de fuentes naturales son las tormentas de
polvo, descomposicion de la vegetacion, incendios forestales y aerosoles marinos,
ejemplos de actividades humanas que contribuyen a la liberacion del cobre han sido
ya nombrados. Otros ejemplos son la mineria, la produccion de metal, la produccién
de madera y la produccion de fertilizantes fosfatados (Solem, 1984).

El Cobre es a menudo encontrado cerca de minas, asentamientos industriales,

vertederos y lugares de residuos (Michael, 1992).

Cuando este metal termina en el suelo este es fuertemente atado a la materia
organica y minerales. Como resultado éste no viaja muy lejos antes de ser liberado y
es dificil que entre en el agua subterrdnea. En el agua superficial el Cobre puede
viajar largas distancias, tanto suspendido sobre las particulas de lodos como iones
libres (Coca; Rosique, 2000).

El Cobre no se rompe en el ambiente y por eso se puede acumular en plantas y
animales cuando este es encontrado en suelos s6lo un numero pequefio de plantas
puede vivir. Por esta razén no hay diversidad de plantas cerca de las fabricas de
Cobre. Debido al efecto del elemento sobre las plantas. Este mineral puede
seriamente influir en el proceso de ciertas tierras agricolas, dependiendo de la acidez
del suelo y la presencia de materia organica. A pesar de esto el estiércol que contiene

cobre es todavia usado (Michael, 1992).

Puede interrumpir la actividad en el suelo, su influencia negativa en la actividad de
microorganismos y lombrices de tierra. La descomposicion de la materia organica

puede disminuir debido a esto (Coca; Rosique, 2000).

Cuando los suelos de las granjas estan contaminados con Cobre, los animales

pueden absorber concentraciones que dafian su salud. Principalmente las ovejas



sufren un gran efecto por envenenamiento con cobre, debido a que los efectos se

manifiestan a bajas concentraciones (Michael, 1992).

3.3 Toxicidad del Cobre en humanos

El Cobre es un elemento esencial para la salud del cuerpo humano en
concentraciones normales (no alteradas en la cadena alimenticia); a diferencia de
otros elementos esenciales, es una sustancia que en altas concentraciones puede ser
téxico. Se debe tener un equilibrio, porque si se acumulan ciertas cantidades de Cobre
pudiera resultar toxico y si se carece de este elemento esencial se pueden presentar
consecuencias negativas en la salud. Existen personas que pueden ingerir elevadas
cantidades de cobre a lo largo de su ciclo vital y una vez que se satisfacen las
necesidades que el organismo requiere, el Cobre puede acumularse en diferentes
6rganos Yy tejidos, y es entonces cuando empieza a presentar efectos cronicos téxicos.
Por ejemplo, demasiado Cobre en la sangre ha sido asociado con infecciones
frecuentes, nauseas, dolores de cabeza, enfermedades hepéaticas, leucemia, ataques

cardiacos y artritis reumatoide (Hochleitner 1994).

Las consecuencias de la alta acumulacién de Cobre en el tejido hacen que se
presenten activacion de enzimas y destruccién de membranas, lo cual puede causar
mutaciones del ADN, cirrosis hepatica o enfermedades hereditarias como el mal de
Wilson y Menkes, que ocasiona la retencion de cantidades excesivas de Cobre en el
higado; la acumulaciébn de cobre en el sistema nervioso central produce dafio
neurolégico y en algunos aspectos tiene cierto parecido con la enfermedad de
Parkinson, la cual puede acompafiarse de manifestaciones siquiatricas, y la aparicion
en la cérnea de un anillo parduzco pericorneal (anillo Kayser-Fleisher) (Hochleitner,
1994).

Articulos cientificos indican una unién entre exposiciones de largo término a elevadas

concentraciones de Cobre y una disminucion de la inteligencia en adolescentes.

Recomendaciones para prevenir la presencia de altas concentraciones de Cobre en
los seres humanos son: evitar los alimentos como higado, que tienen alta

concentracion de Cobre (3 mg en 120 gr); no utilizar la primera agua del dia para



beber, ya que las tuberias son de Cobre y si el agua se queda depositada ahi toda la
noche va a tener un contenido muy alto de este elemento, por lo que se sugiere dejar

pasar el agua por 2 minutos antes de ingerirla (Hochleitner 1994).

En los ultimos afios la Organizacion Mundial de la Salud (1998) ha presentado al
Cobre provisionalmente en el listado de los elementos que pueden causar dafios a la
salud humana; por su parte, la Union Europea lo ha incluido por primera vez en un
listado similar y el estado de California, en Estados Unidos, ha establecido un nuevo
limite m&ximo para el cobre en agua potable muy por de bajo de la norma de la OMS y
de la Agencia de Proteccion al Medio Ambiente de Estados Unidos de América
(USEPA); reduciendo el uso del Cobre para cafierias y facilitando la aplicacién de

materiales alternativos (Hochleitner 1994).

3.4 Toxicidad del cobre en organismos acuéaticos

Los metales, incluyendo los micronutrientes esenciales, son toxicos para los
organismos acuaticos y para los seres humanos si los niveles de exposicidon son

suficientemente altos (Laws, 1981).

El Cobre se halla en forma natural en el agua de mar en concentraciones bajas,
alrededor de dos microgramos por litro o partes por billon. En el agua de los rios, la

concentracion es mayor, aproximadamente siete microgramos por litro.

A través del proceso de concentracion biolégica, el Cobre es bioacumulado por los
organismos vivos filtradores, alcanzando elevadas concentraciones en
macroinvertebrados. La asimilacién implica la formacién de complejos con sustancias

organicas, las cuales no son facilmente eliminadas por la excrecion.

La mayor concentracion de cobre en los crustdceos decdpodos se encuentra en el
hepatopancreas y en la sangre, donde forma parte del pigmento respiratorio o
hemocianina. El sulfato de Cobre, es un alguicida, de uso generalizado en
acuacultura, tanto para el control de la vegetacion acuéatica indeseable como en la

induccién de la muda en los camarones y langostinos adultos. La toxicidad aguda del



cobre difiere grandemente de acuerdo al nivel trofico del organismo y al estadio de su

ciclo de vida.

Por el papel que juegan los metales como activadores de numerosas enzimas para el
metabolismo. El Cobre y Zinc son encontrados en el musculo y la glandula digestiva
de los crustaceos decapodos, donde ocurre una bioacumulacion o un alojamiento de

metales en el organismo.

Aunque los organismos vivos requieren de ciertas cantidades de iones metélicos para
realizar eficazmente los procesos fisioldgicos, un exceso de iones de metales pesados
producen estrés que se manifiesta en forma subletal o causa la muerte. Los
organismos marinos han desarrollado un nimero variado de estrategias adaptativas
que son denominadas colectivamente como “metabolismo de los metales” e incluyen
la regulacion activa de la absorcion del metal, la distribucién, el metabolismo y la

excrecion (Scelzo, 1997).

3.5 Determinacién de cobre por espectrofotometria de absorcion atomica

La espectrofotometria es el método de andlisis instrumental mas usado en las
investigaciones biologicas. El espectrofotbmetro es un instrumento que permite
comparar la radiacion absorbida o transmitida por una solucién que contiene una
cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la

misma sustancia (Rottman, 2003).

En la espectrofotometria atdbmica se espera que los atomos individuales de una
especie interactien con la radiacion electromagnética. Las técnicas empleadas en
este tipo de andlisis requieren de un dispositivo que permita convertir los componentes

de una muestra al estado atomico (Rottman, 2003).

La atomizacién de la muestra se logra colocandola bajo condiciones bastante
energéticas, los métodos més ampliamente utilizados son la llama y el horno de
grafito. Los elementos no metalicos presentan inconvenientes para su determinacion
por este procedimiento ya que se atomizan y llegan a ionizarse a temperaturas bajas.

Cada uno de los diferentes elementos metalicos tiene un conjunto de niveles
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energéticos a los cuales se puede excitar estando como atomo en fase gaseosa
(Rottman, 2003).

Cuando la radiacion electromagnética incide sobre una muestra traslicida hay una
pequefia porcion que se refleja en la entrada a la muestra, por lo tanto la intensidad de
la radiacion que atraviesa la muestra es inferior a la que venia de la fuente. Dentro de
la muestra se produce la absorcién es decir que la intensidad con la que ingresa se ve

reducida al llegar a la salida del haz de radiacion (Figura No. 1) (Cole-Parmer, 2000).

IvTuestra
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Figura No. 1. Absorcién de luz (Rottman, 2003).

Cierta parte de la radiacion la absorbe la muestra. La transmitancia interna es la
relacién entre la intensidad de la radiacién en el extremo de salida de la muestra y la
que tiene al ingresar a la misma, esta es una relacion exponencial con la capacidad de
absorcion que tiene la muestra y la distancia que atraviesa el haz en la muestra es
una propiedad de la muestra denominada coeficiente de absorcién. Una pequeia
parte de la radiacion se refleja y eventualmente sale de la muestra en direccion de la

fuente de radiacion (Cole-Parmer, 2000).



Se presenta una situacion probable de niveles energéticos en un atomo (Figura No. 2).

Estado excitado
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Figura No. 2. Excitacién de los &tomos (Rottman, 2003).

Cuando se realiza la atomizacién en la llama, la poblacién de atomos en su estado
fundamental debe ser lo suficientemente alta para permitir la absorcién de radiacion
que los lleva a nivel excitado. Si la temperatura es muy alta la poblacién de atomos en
el nivel excitado sera muy grande y por lo tanto no podra absorber la radiaciéon
incidente (Cole-Parmer, 2000).

3.6 Implementacion y verificacion de métodos

La implementacion de métodos se refiere a poner en practica una serie de
procedimientos para realizar el estudio de un determinado analito. La implementacién
de un método puede ser de un método no normalizado, normalizado o desarrollado
por el laboratorio. En el caso de los métodos normalizados la implementacion
corresponde a la utilizacion de los procedimientos descritos en un método

internacional como lo son los métodos AOAC.

Para la implementacion y verificacion de un método categoria | (método analitico para
cuantificar componentes trazas y activos de residuos o contaminantes) es necesario
gue se evallen los siguientes parametros de desempefio: exactitud, precision,

especificidad, linealidad, limite de deteccion, rango y robustez (Bloom, 2008).

El laboratorio que va a utilizar un método normalizado debe verificalo contra sus

especificaciones de validacion, atendiendo los requisitos para el aseguramiento de la



calidad, y no necesita validarlo. Esta verificacion permite mostrar que el laboratorio
domina el ensayo y lo utiliza correctamente. En la mayoria de casos se puede
considerar que el desarrollo de los métodos normalizados se han tenido en cuenta

todos los aspectos necesarios relativos a su validacion (OGA, 2007).

Al presentarse el caso de no haber evidencia suficiente para deducir que se ha llevado
a cabo una correcta validacion, el laboratorio usuario deberé definir un procedimiento
para calcular y evaluar los parametros de desempefio que considere necesarios para
asegurar la confiabilidad del método (OGA, 2007).

3.7 Parametros de desempefio

Los parametros de desempefio son las propiedades, caracteristicas o capacidades
cuantificables del método que indican su grado de calidad; incluyen exactitud,
exactitud relativa, desviacién, desviacion positiva, desviaciébn negativa, efecto
matricial, repetibilidad, precisién intermedia, reproducibilidad, especificidad, limite de
deteccidn, limite de cuantificacion, linealidad, rango, sensibilidad, robustez y fortaleza
asi como otras caracteristicas relacionadas con los resultados obtenibles por el
método (OGA, 2007).

3.7.1 Exactitud
La exactitud se refiere a la proximidad de los valores medios al valor real, puede
entonces representarse como el porcentaje de recuperacion o valor de recobro. Las
impurezas pueden demostrar la exactitud a través del “spiking” de las muestras. Para
una sustancia el método es exacto cuando se demuestra una especificad alta,
linealidad, precision y robustez. La exactitud se establece al demostrar un buen

recobro del producto final (Bloom, 2008).

Para la estadistica de quimica analitica la exactitud se refiere a la respuesta de la
pregunta ¢Hasta qué punto se aproxima el resultado al verdadero valor de la
concentracion o cantidad que se puede medir? La Organizacion Internacional de
estandares (ISO) define a la exactitud como el grado de concordancia entre el

resultado de un ensayo y el valor de referencia aceptado del analito. En resumen se



puede decir que la exactitud mide la proximidad de un valor experimental a un valor
verdadero (Miller, 2002).

El procedimiento para determinar el porcentaje de recuperacion se plantea segun la

siguiente férmula:

Porcentaje de recuperacion= (Valor experimental / Valor tedrico) x 100

Para que la exactitud cumpla con el criterio de aceptaciobn el porcentaje de
recuperacion debe estar entre el noventa y ciento diez porciento. Los porcentajes de
recuperacion menores pueden ser aceptables basados en la necesidad del método
(OGA, 2007).

3.7.2 Especificidad
La especificidad es también conocida como la selectividad del método y se refiere a la
habilidad que tiene el método para determinar de forma inequivoca, la presencia del
analito de interés por sobre componentes que puedan estar presentes como
impurezas, degradantes, matrices y otros. La evaluacién del parametro de desempefio
de especificidad se realiza en ensayos de: identificacion, cuantificacién y pruebas de

impurezas (Bloom, 2008).

3.7.3 Limite de deteccién

En términos generales el limite de deteccién “LOD” de un analito se describe como
aquella concentracién que proporciona una sefial en el instrumento, significativamente
diferente de la sefial del blanco o ruido de fondo. La determinacién del LOD
proporciona al analista un buen margen de libertad para decidir la definicién exacta del
limite de detecciobn, basada en una adecuada interpretacion de la fase
significativamente diferente. El limite de deteccion es la concentracion de analito que
proporciona una sefal igual a la sefial del blanco, se define como tres veces la
desviacion estandar de la lectura del promedio de los blancos (Figura No. 3) (Miller,
2002).



Lirmite de Limite de
dacisian deteccion
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Figura No. 3. Limite de deteccion y parametro de decision de un analito (Miller, 2002).

El estudio del limite de deteccién muestra en principio dos problemas: la presencia del
analito cuando de hecho esta ausente y es igualmente importante informar que esta

ausente cuando de hecho esté presente (Miller, 2002).

3.7.4 Linealidad
La linealidad hace referencia a la habilidad dentro de un mismo rango, de obtener
resultados directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra.
Por lo general la seleccion del rango se encuentra directamente relacionada con la
linealidad (Bloom, 2007).

Los resultados deben de ser evaluados por un método estadistico apropiado como lo
es el coeficiente de regresion lineal. Afirma que deben establecerse como minimo 5
puntos distintos con un intervalo igual entre cada punto para que de esta forma sea

representativa la linealidad del método en cuestion. (Bloom, 2007).

Para que la linealidad sea aceptable dentro de un rango especifico el coeficiente de
regresion lineal debe encontrarse lo mas cercano a uno posible (R* = 0.99) (OGA,
2006).



3.7.5 Rango
El rango se refiere al intervalo entre el minimo y el méaximo nivel de concentracion
para el cual la linealidad, exactitud y precision son confiables. Para un determinado
rango los factores de desempefio linealidad, exactitud y precision deben encontrarse
dentro del criterio de la institucion de acreditacion del pais donde se efectla el ensayo
(Bloom, 2007).

A concentraciones menores de analito es dificil que uno de los tres parametros de
desempefio no sea aceptado por lo cual el rango del método utilizado para el fin
especifico no cumple con su objetivo. A concentraciones intermedias la posibilidad de

utilizar un rango apropiado es mayor (Bloom, 2007).



V. OBJETIVOS

4.1 General:

Implementar y verificar el método AOAC 968.08 para la determinacién de Cobre

(Cu) en el musculo de camardén utilizando espectrofotbmetro de llama.

4.2 Especificos:

Implementar el método AOAC 968.08 para las condiciones del Laboratorio de
Sanidad Acuicola del Centro de Estudios del Mar y Acuicultura vy las

caracteristicas de la matriz del analito.

Determinar los parametros de desempefio, exactitud, especificidad, limite de
deteccidn, linealidad y rango para el método espectrofotométrico por absorcion

atomica para la determinacién de Cobre (Cu) utilizando el método AOAC 968.08.

Verificar si el método a ser empleado en el Laboratorio de Sanidad Acuicola

cumple con los criterios de aceptacion de la OGA para los fines que fue creado.



V. METODOLOGIA

5.1 Descripcién del area

El area utilizada para el proyecto de investigacion es el Laboratorio de Sanidad Acuicola
del Centro de Estudios del Mar y Acuicultura -CEMA- ubicado dentro del campus

universitario de la Universidad San Carlos en el edificio T-14 (Figura No. 4).

Edificio: CEMA

‘€0

Figura No. 4. Ubicacion del CEMA dentro del campus universitario (www.usac.gob.gt).

El Laboratorio de Sanidad Acuicola (Figura No. 5) de CEMA cuenta con un area equipada
para ser utilizada en practicas y diagnoésticos del curso de Enfermedades Acuicolas,
cuenta con un &rea de residuos equipada con HPLC (por sus siglas en ingles High

Preformence Licuid Cromatograpy) y con un espectrofotometro de absorcion atomica.


http://www.usac.gob.gt/

Figura No. 5. Laboratorio de Sanidad Acuicola de CEMA (Trabajo de campo, 2009).

Para el desarrollo de las practicas espectrofotométricas se conté con una campana de

absorcion de flujo laminar, espacio fisico para el almacenamiento de cristaleria, materiales

y espacio para el almacenamiento de gases.

El area de espectrofotometria de -CEMA- se encuentra provista con el equipo (Cuadro

No. 1).

Cuadro No. 1. Equipo de Absorcién Atémica AA

Generador automatico de hidruros

Horno de grafito con sistema de re-circulacién de agua

Automuestreador

Lampara de cobre

Lampara de mercurio

Lampara de plomo

Lampara de zinc

Lampara de hierro

Lampara de aluminio

Lampara de molibdeno

Lampara de fosforo

Lampara de potasio

Lampara de arsénico

Lampara de cadmio

Lampara de calcio

Estufa de calentamiento y agitacion

R R R R R R G REE

Campana de extraccion de gases de 3 pies de ancho

=

Licuadora con vaso de 4 onzas y 1.25 litros

Fuente: Trabajo de campo, 2009.




Equipo SHIMADZU AA6800 (Figura No. 6) con el cual se trabajé en los parametros de
desempenio e implantacion del método:

Figura No. 6. Equipo de Absorcion Atémica, Espectrofotometro de CEMA (Trabajo de campo,
2009).

El laboratorio a su vez cuenta con una serie de equipos y materiales de apoyo para la
preparacion de muestras (Cuadro No. 2), asi como con cristaleria (Cuadro No.3) y
reactivos (Cuadro No.4).

Cuadro No. 2. Equipo auxiliar de AA

N

Tabla plastica

Cuchillo con mango de madera
Embudo pléstico

Espétula con mango de madera
Pipetor en forma de pera rojo
Bulbo amarillo

Bulbo azul

Pizeta

Choconoy

Papel filtro

16 | Crisoles de porcelana 50ml

10 | Varillas de agitacién

3 | Rejilla para tubo de ensayo

= (W01 |01 [W|W (kN

Fuente: Trabajo de campo, 2009.



Cuadro No. 3. Cristaleria para AA

[N
o

Balén aforado de 100ml "B" con tapadera azul
Bal6n aforado de 100ml "A"

Balén aforado de 250ml

Bal6n aforado de 100ml enanos

Embudo de vidrio

Becker 1000ml

Becker 200ml

Becker 100ml

Becker 2000ml

Pipeta 1ml "B"

Pipeta 1ml volumétrica

Pipeta 5ml volumétrica

Pipeta 10ml volumétrica

Pipeta 10ml "B"

Erlenmeyer 500ml|

Erlenmeyer 300ml

Probeta 500ml

Probeta 100ml

10 | Balones de 50ml con tapadera roja

15 | Balones aforados 100ml con tapadera roja

Q|00 |IN W[k N |0 |~

[E=Y
o

ul
o

ul
o

n
o

o1 |o1 |01 = (O

Fuente: Trabajo de campo, 2009.

Cuadro No. 4. Reactivos para AA

Estandar de plomo 1000ppm
Estandar de cromo 1000ppm
Estandar de arsénico 1000ppm
Estandar de aluminio 1000ppm
Estandar de cobre 1000ppm
Acido nitrico

[ T TSN TN TN SN

Fuente: Trabajo de campo, 2009.
5.2 Variables de evaluacion
Para la implementacion y verificacion del método AOAC 968.08, en el Laboratorio de
Sanidad Acuicola del Centro de Estudios del Mar y Acuicultura se estudiaron cinco de los

principales pardmetros de desempefio, los cuales fueron los siguientes:

v/ Exactitud: cercania de la media al valor aceptado o verdadero.

v' Especificidad: dato tedrico, capacidad de distinguir entre un analito e impurezas.



v' Limite de deteccion: concentracidon mas pequefia que se puede detectar con un
cierto nivel de confianza.

v Linealidad: se refiere a que tanto se relacionan los datos de dos variables distintas
(una conocida y una desconocida).

v" Rango: es el intervalo de concentraciones a las cuales el equipo es o no confiable.

5.3 Andlisis e interpretacion de resultados

Para cada parametro de desempefio o variable de evaluacion se realizaron varias
operaciones de analisis las cuales se describen a continuacion. Los procedimientos de
evaluacién de cada parametro en los cuales se tomé en cuenta las sugerencias de

procedimiento planteadas por la Oficina Nacional de Acreditacion (OGA).

5.3.1 Exactitud
Se prepard una curva de calibracién (Anexo No. 1) con concentraciones conocidas para

realizar una curva de regresion lineal (R?>= Y=m X+ b).

La curva de calibracion se inici6 con concentracibn de cero y no excedid cinco
concentraciones, las cuales no estuvieron distanciadas 50% de la concentracién mas baja
y 150% de la concentracion mas alta. Las concentraciones tedricas utilizadas fueron
Oppm, 0.2ppm, 0.4ppm, 0.6ppm, 0.8ppm y 1ppm; pues se esperaba que en la matriz la
concentracion de analito estuviera entre estos valores (Figura No. 7).

Senal
A

[
L -

e

[ | \ |
L Concentracién

Figura No. 7. Curva de calibracion (Prentice Hal,| 2002).



Se calibr6 el equipo para obtener una curva de calibracion para leer las distintas
concentraciones; utilizando concentraciones conocidas, llamadas estdndares. Seguido a
esto se leyeron los estandares con concentraciones conocidas como muestras seis veces
consecutivas. Se leyeron las distintas concentraciones de la muestra uno, posteriormente
se leyeron las concentraciones de la muestra dos y asi consecutivamente cada

contraccion ([]) de cada una las muestras (Figura No. 8).

Q Q Q Q Q Q [11- 6 como Muestra 1
v >
Q Q Q Q Q Q []11-6 como Muestra 2

v

Q Q Q Q Q Q []11-6 como Muestra 3
v >

Q Q Q Q Q Q []1- 6 como Muestra 4
v >

Q Q Q Q Q Q []1- 6 como Muestra 5
v >

Q Q Q Q Q Q [11- 6 como Muestra 6

[ 1= Concentracion

Figura No. 8. Corrida de estandares como muestra (Trabajo de campo, 2009).
Se colocaron los resultados en una tabla de Excelg (Cuadro No. 5); se determind el

porcentaje de recuperacion usando la formula que se observa a continuacion.

Valor experimental

x 100

Porcentaje de Recuperacion = —
Valor teOrico



Cuadro No. 5. Colecta y andlisis estadistico del parametro de desempefio Exactitud

No. Muestra | []0 [10.2 %rec. | []0.4 %rec. | []0.6

% rec.

(108

% rec.

(11

% rec.

1
2
3
4
5
6

Media

Desviacion
estandar

Coeficiente
de variacion

[] = Concentracion, % Rec= Porcentaje de recuperacion

Fuente: Trabajo de campo, 2009.

Se analizaron los datos obtenidos y se realizaron operaciones de estadistica, media,

desviacion estandar, y coeficiente de variacion; para tener una mejor vision del

comportamiento. A continuacion se muestran las formulas estadisticas utilizadas.

Media:

Donde:

H = Media

al = Primer dato
an = Ultimo dato
n = No de datos

Desviacion estandar:

Donde:

S = Desviacién Estandar
pl = Media la muestra

UT = Media de la poblacién
n = Muestra

Coeficiente de variacion (Varianza):
Cv=S/X

Donde:

CV = Coeficiente de Variacion
S = Desviacién Estandar

X = Promedio



Intervalo de confianza:

IC= u+LE x100

Donde:

IC = Intervalo de confianza
U = Media

LE = Limite de confianza

Para el parametro de desempefio exactitud, se utilizé el criterio de aceptacion que plantea
la OGA el cual indica que para que este parametro sea aceptado el porcentaje de
recuperacion debe encontrarse entre el 90 y 110% del valor tedrico. Los porcentajes

menores pueden ser aceptables basados en la necesidad del método (OGA, 2006).

5.3.2 Especificidad
Para determinar la especificidad se recurrid a la revision de los manuales del equipo de
absorcién atomica en este caso al Cook Book de AA6800 de SHIMADZU. Este pardmetro
de desempefio se muestra en la resolucion hacia los componentes del equipo.

El criterio de evaluacion para este método se refiere a que los componentes del equipo no

interfieran con el andlisis del analito en cuestion.

5.3.3 Limite de deteccion
Se prepar6 una curva de calibracion (Procedimiento, Anexo No.1) con concentraciones
conocidas (Oppm, 0.2ppm, 0.4ppm, 0.6ppm, 0.8ppm y 1ppm) y se leyd la curva en el

equipo.

Para la evaluacién de este parametro de desempefio se realizdé una curva de calibracion,
se prepararén cinco blancos (Procedimiento, Anexo No. 2) los cuales fueron leidos por el

equipo de absorcién atémica SIMADZU AA6800 seis veces alternativas (Figura No. 9).



Q Q Q Q Q Bk 1- 6 como Muestra 1
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O O Q Q Q Bk 1- 6 como Muestra 2
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O O Q Q Q Bk 1- 6 como Muestra 3
v

O O Q O Q Bk 1- 6 como Muestra 4
\

O O Q Q Q Bk 1- 6 como Muestra 5
v

Q O O Q Q Bk 1- 6 como Muestra 6

BK = Blancos

v

v

v

v

v

v

Figura No. 9. Corrida de blancos como muestra (Trabajo de campo, 2009).

Luego de leidos los resultados de concentraciones se colocaron en la tabla de Excelg
(Cuadro No. 6). Utilizando las concentraciones que da el equipo para cada blanco leido
como muestra. Adicionalmente se estimo la media, desviacion estandar y coeficiente de

variacion para asi determinar la concentracion menor que pude ser leida por el equipo.

Cuadro No. 6. Concentracion de los blancos leidos como muestra

Muestras / Blancos Blanco 1 Blanco 2 Blanco 3 Blanco 4 Blanco 5

Bk como M 1

Bk como M 2

Bk como M 3

Bk como M 4

Bk como M5

Bk como M6

Promedio

Desviacion Estandar BK= Blanco

Coeficiente de V. M= Muestra

Fuente: Trabajo de campo, 2009.

El criterio de aceptacion de este pardmetro es la estimacion de la multiplicacion de la

desviacion estandar promedio por tres, siendo el valor resultado el limite de deteccion.



5.3.4 Linealidad
Para la evaluacion de este pardmetro se necesitd realizar una curva de calibracién con
concentraciones conocidas Oppm, 0.2ppm, 0.4ppm, 0.6ppm, 0.8ppm y 1ppm. Luego de
preparada la curva ésta fue leida en el equipo.

Se leyé la misma curva de calibracion como muestra seis veces alternativas (Figura No.
10).

OOOOOQ [ursomomess:
v >
QQQQQO [11- 6 como Muestra 2

v
OOOOOQ [vremmmen:
v >
QQQQ QO []1- 6 como Muestra 4
v >
OOOO OQ [11-6 como Muestra 5
n >
QQQQ QO []11-6 como Muestra 6

[ ] = Concentracion

Figura No.10. Corrida de concentraciéon de blancos como muestra (Trabajo de campo, 2009).

Se diagramé la curva de calibracion utilizada en este parametro en el programa Excelg
para hacer constar que el coeficiente de regresion lineal utilizado para evaluar este

parametro es lineal (Figura No. 11).



01200

0.1000

00800
O 0&E00

0.03040

Ahsorbancia

0.0200

0.0000

o 0.5 1 Ecuacion de linealidad
Y=mx+b

Concentracldn tedrica Coeficiente de regresién
RZ

Concentracion teorica [Absorvancia
0 ppm

0.2 ppm
0.4 ppm
0.6 ppm
0.8 ppm
1 ppm

Figura No.11. Ejemplo de curva de calibracion (Trabajo de campo, 2009).

Con los resultados obtenidos de las lecturas se llené la tabla de Excelg (Cuadro No. 7).

Cuadro No. 7. Colecta de informacion de la concentracion de los blancos leidos como muestra

{1 0 ppm 00.2ppm |[0.4ppm [[]0.6 ppm (0.8ppm |[]1ppm

St como muestra 1

St como muestra 2

St como muestra 3

St como muestra 4

St como muestra 5

St como muestra 6

Promedio

Desviacion estandar St=estandar

Coeficiente de V.

Fuente: Trabajo de campo, 2009.

Tabulados los resultados, se utilizd el promedio de las lecturas de los estdndares leidos
como muestras a cada concentracion para realizar una curva de correlacion lineal de

donde se extrajo el valor de la ecuacion de regresion lineal (Figura No. 12).
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Figura No.12. Curva de ecuacion lineal de los promedio (Trabajo de campo, 2009).

Se utilizaron los datos de los promedios para realizar una grafica que muestra la razon de
respuesta (razén de respuesta = concentracion exp. / concentracion teérica) en donde los
valores del eje X fueron los correspondientes a la concentracion teérica y los valores del
eje Y fueron la razon de respuesta (Figura No.13) se muestra un ejemplo para la grafica y

la colecta de informacion.
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02 04 06 08 1

Razin de respuesta

Concentracidn tedrica

U Teorica  |[Wde (] exp. |Razen de respuesta
Jpamr

22 ppm
24 ppm
2.6 ppm
2.8 ppm
1pomr

Figura No.13. Linealidad del método (Trabajo de campo, 2009).

Para que la linealidad cumpla con el criterio de aceptacion la razén de respuesta puede
variar de 1% a 5% (OGA, 2006).



5.3.5 Rango

Para el parametro de desempefio de rango se repasaron los resultados de precision,

exactitud y linealidad. Utilizando la informacion obtenida de los resultados de estos

parametros de desempefio se evalué si el rango de trabajo es aceptable o no.

Para que el parametro de desempefio rango se encuentre dentro del criterio de

aceptacion planteado por OGA los pardmetros de desempefio precision, exactitud y

linealidad deben de haber cumplido su criterio especifico de aceptacion.

5.4 Recoleccion de la informacioén

La documentacion para cada pardmetro de desempefo fue la siguiente, segun sea el

parametro.

v

Documentacion para exactitud: Para cada muestra se reporté el valor teérico, el
valor del ensayo y el porcentaje de recuperacién. Se calculé el promedio, la
desviacion estandar, coeficiente de variacion y el porcentaje de recuperacion para

todas las muestras. Se llevé un registro de los resultados en una hoja de datos.

Documentacién para especificidad: Se registraron los datos que muestren la

resolucién del método.

Documentacion para limite de deteccién: Se determind la menor concentracién a

la que se detecta el analito en la matriz de la muestra.

Documentacion para linealidad: Se registrd los resultados en una hoja de datos.
Se calcul6 la media, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion para cada
concentracion. Se graficd la media que corresponde para cada concentracion (eje

de las Y) en funcién de la concentracion (eje de las X). Se calcul6 la ecuacion de

. . .. . ., 2 . -
regresion y el coeficiente de determinacion (r”) se registraron estos calculos en la

hoja de datos.

Documentacién para rango: Se registré el rango de trabajo en la hoja de datos.



VI. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Evaluacion de exactitud

Para cada dia de trabajo se realiz6 una curva de calibracion (Cuadro No. 8).

Cuadro No. 8. Curva de calibracion para cada dia de trabajo

Dia de trabajo Resultado de curva de calibracién
25.08.2008 0.9990
26.08.2008 0.9995
27.08.2008 0.9996
27.08.2008 0.9996

Fuente: Trabajo de campo, 2009.

Como se observa todos los valores de la curva de calibracién se encuentran dentro del
valor que plantea la OGA el cual es de 0.98 como aceptable para la lectura del parametro

de desemperio de exactitud.
Los resultados (Cuadro No. 9) que proporciond el equipo SHIMADZU AAG6800 para los
estandares leidos como muestra, en el mismo cuadro se muestran los resultados de la

operacion que da como resultado el porcentaje de recuperaciéon para cada valor.

Cuadro No. 9. Evaluacién de exactitud

% Rec % Rec % Rec % Rec % Rec
ST2CML | 0.2 ST3CML | 0.4 STACML | 0.6 ST5CML | 0.8 ST6CML | 1.0
Repeticion 1 0.1898 94.9| 0.3772 94.3| 0.5928 98.8 0.7651 | 95.6375 1.0138 101.38
Repeticion 2 0.1912 95.6 | 0.3693 92.325 0.587 | 97.8333 0.7614 95.175 0.995 99.5

Repeticion 3 0.1927 96.35| 0.3729 93.225| 0.5819| 96.9833| 0.7614 95.175| 0.9965 99.65

Repeticion 4 0.1955 97.75| 0.3714 92.85| 0.5819 | 96.9833| 0.7514 93.925 | 0.9936 99.36

Repeticién 5 0.1878 93.9| 0.3642 91.05| 0.5834 | 97.2333 | 0.7571| 94.6375| 1.0022 100.22

Repeticién 6 0.1876 93.8| 0.3613 90.325| 0.5884 | 98.0667 | 0.7564 94.55| 0.9871 98.71

ST2CML= estandar 2 como muestra, ST3CML= estandar 3 como muestra, STACML= estandar 4 como muestra, ST5CML=
estandar 5 como muestra, ST6CML= estandar 6 como muestra

Fuente: Trabajo de campo, 2009.




La OGA establece que para que este parametro de desempefio se encuentre dentro del
criterio de aceptacion que ellos plantean, el porcentaje de recuperacion de todos los
estandares leidos como muestra, deben de estar entre 90 y 110% de porcentaje de
recuperacion. Para todos los estandares leidos como muestra el porcentaje de
recuperacion esta dentro del criterio de aceptacion de la OGA, siendo su porcentaje de
recuperacion cercano al limite inferior del porcentaje sugerido pues las concentraciones
de trabajo para la determinacion de Cu en el musculo de camarén son bajas (Figura No.
14).

PORCENTAJE DE RECUPERACION PARA LAS
CONCENTRACIONES

% DE RECUPERCION
[any
S
©

0 1 2 3 4 5
CONCENTRACION

® % RECUPERACION PROMEDIO DE CONCENTRACIONES
=% MAXIMO RECUPERACION = % MINIMO RECUPERACION

% maximo de recuperacion y % minimo de recuperacion segun OGA

Figura No. 14. Porcentaje de recuperacion para las distintas concentraciones (Trabajo de campo,
2009).



6.2 Evaluacion de especificidad

Las interferencias instrumentales son pequefias para el andlisis de Cu segun el manual
especifico del equipo SHIMADZU AA6800 (AA COOKBOOK Atomic Absorprion
Spectroscopy), seccidbn 3 pagina 16 y los componentes del mismo son altamente
especificos para la determinacion de Cu. Las condiciones de operacion del equipo para la
determinacion de Cobre deben de ser las recomendadas por el espectrofotdmetro que se
utilizé (Cuadro No. 10)

Cuadro No. 10. Condiciones de operacion para la determinacién de Cu utilizando el equipo
SHIMADZU AA6800

Condiciones de operacion Rango
Corriente 6m A/0 mA
Longitud de onda 324.8 nm
Anchura de ranura 0.5 nm
Modo de lampara BGC D?
Altura del mechero 7mm
Angulo del mechero 0 grados
Flujo de gas 1.8 I/min
Tipo de oxidante Aire

Fuente: Trabajo de campo, 2009.



6.3 Evaluacion del limite de deteccion

Para evaluar el limite de deteccion se prepar6 una curva de calibracibn con
concentraciones conocidas (Oppm, 0.2ppm, 0.4ppm, 0.6ppm, 0.8ppm y 1ppm). Se
prepararon cinco blancos los cuales fueron leidos seis veces durante cuatro dias

consecutivos (Cuadro No. 11).

Cuadro No. 11. Evaluacién de lectura de blancos

Fecha BK1CM BK2CM BK3CM BKACM BK5CM
25.08.2008 -0.0013 -0.0056 -0.0042 -0.0056 -0.0005
0.0031 0.0002 -0.0042 -0.0027 -0.0034
-0.0013 -0.0042 -0.0078 -0.0063 -0.0034
-0.0005 -0.0005 -0.002 -0.0063 -0.0005
-0.0005 0.0016 -0.0013 -0.0092 0.0016
0.0031 -0.0013 -0.0078 -0.0085 0.0038
26.08.2008 0.005 -0.0046 0.002 -0.0065 -0.0033
0.0044 -0.0052 -0.0039 -0.0078 -0.0033
0.0018 -0.0052 -0.002 -0.0027 -0.0007
-0.0007 0.0025 -0.0046 -0.0059 -0.002
0.0006 -0.002 -0.0059 -0.0046 -0.002
-0.002 0.0006 -0.0039 -0.0027 -0.0027
27.08.2008 -0.0076 -0.0109 -0.0083 -0.0076 -0.0031
-0.0083 -0.0129 -0.0076 -0.007 -0.007
-0.0096 -0.0135 -0.0083 -0.0089 -0.0005
-0.007 -0.0122 -0.0063 -0.0102 -0.0063
-0.005 -0.0089 -0.0089 -0.0142 -0.0083
-0.0057 -0.0116 -0.0129 -0.0109 -0.0057
28.08.2008 -0.0058 -0.008 -0.0143 -0.0094 -0.0072
-0.0087 -0.0094 -0.0101 -0.008 -0.0087
-0.0058 -0.0065 -0.0122 -0.0108 -0.0087
-0.0051 -0.0072 -0.0122 -0.0108 -0.008
-0.008 -0.008 -0.0136 -0.0115 -0.0108
-0.0122 -0.0108 -0.0108 -0.0122 -0.0136

BK1CM=Blanco No. 1 como muestra BK2CM=Blanco No. 2 como muestra BK3CM=Blanco No. 3 como
muestra BK4CM=Blanco No. 4 como muestra BK5CM=Blanco No. 5 como muestra (Datos en ppm)

Fuente: Trabajo de campo, 2009.



El criterio de aceptacion para OGA de este parametro es la estimacion de la multiplicacion
de la desviacion estandar promedio por tres, siendo el valor resultado el limite de
deteccion (Cuadro No. 12).

Cuadro No. 12. Estadisticos limite de deteccion

BK1CM BK2CM BK3CM BKACM BK5CM

PROMEDIO -0.0032 -0.0060 -0.0071 -0.0079 -0.0043
S 0.0042 0.0042 0.0042 0.0042 0.0042

2S 0.0085 0.0085 0.0085 0.0085 0.0085

3S 0.0127 0.0127 0.0127 0.0127 0.0127

BK1CM=Blanco No. 1 como muestra BK2CM=Blanco No. 2 como muestra BK3CM=Blanco No. 3 como

muestra BK4CM=Blanco No. 4 como muestra BK5CM=Blanco No. 5 como muestra (Datos en ppm)

Fuente: Trabajo de campo, 2009.

Promedio de la desviacion estandar de los cinco blancos leidos como muestra (Figura No.
15) asi como el contraste con este valor y el valor de tres veces la desviacion estandar
para cada uno de los blancos. Siendo aceptable que los resultados de los blancos leidos
no se desvien de la media mas de 3 desviaciones estandar, por lo que el limite de

deteccion es aceptado por la OGA.
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Figura No. 15. Gréfica del limite de deteccion (3 desviaciones estandar de la media de blancos)
(Trabajo de campo, 2009).



6.4 Evaluacion de linealidad

Los resultados obtenidos de los promedios de la absorbancia y la regresion lineal, es
evidente la relacién que existe entre la concentracion tedrica y la absorbancia dada por el
equipo AA6800 de SHIMADZU para el método AOAC 968.08 para la determinacion de
Cobre en musculo de camarén (Cuadro No. 13).

Cuadro No. 13. Linealidad

Concentracién Teoérica (ppm) | Absorbancia (ua) R2
25.08.2008 0 0.0016 0.9991
0.2 0.0288
0.4 0.0542
0.6 0.084
0.8 0.1082
1 0.1422
26.08.2008 0 0.0014 0.9996
0.2 0.0314
04 0.0621
0.6 0.0931
0.8 0.1223
1 0.1586
27.08.2008 0 0.0016 0.9996
0.2 0.0322
04 0.0618
0.6 0.093
0.8 0.1213
1 0.1566
28.08.2008 0 0.0012 0.9996
0.2 0.0302
0.4 0.0568
0.6 0.0883
0.8 0.1124
1 0.1443

Datos en ppm
Fuente: Trabajo de campo, 2009.

Para todos los dias que fue evaluado este parametro de desempefio el resultado de la
regresion lineal cae dentro del criterio de aceptacion planteado por la OGA que establece
que los valores de R? deben de ser de 0.999. En la Figura No. 16 puede observarse de
forma grafica la linealidad que muestran los datos de la concentracion teérica y la

absorbancia dada por el equipo de absorcion atémica.
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Figura No. 16. Linealidad para las distintas concentraciones (Trabajo de campo, 2009).

Como prueba confirmatoria para este parametro se llevdé a cabo la verificacion de los
resultados, utilizando el pardmetro razén de respuesta para el cual OGA establece que la
razén de respuesta (concentracion experimental / concentracién teorica) puede variar de
1% a 5%, sin ser excedidos estos valores, se realizd el calculo de razén de respuesta
(Cuadro No. 14), evidencidndose que para todas las concentraciones la razén de

respuesta no varia en mas de un 5% de la concentracién tedrica.

Cuadro No. 14. Razdn de respuesta promedio para las distintas concentraciones

CONCENTRACION TEORICA (ppt) | RAZON DE RESPUESTA
0.2 1.1553
0.4 1.1441
0.6 1.1065
0.8 1.1187
1 1.0649

Fuente: Trabajo de campo, 2009.



La razén de respuesta (Figura No. 17.) para cada una de las concentraciones se
encuentra dentro del criterio de aceptacion planteado por OGA, determindndose de esta

forma que el método utilizado es lineal.
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Figura No. 17. Razon de respuesta para las concentraciones tedricas (Trabajo de campo, 2009).



6.5 Evaluacién de rango

Los porcentajes de recuperacion son aceptables, por lo que el rango de trabajo es exacto,
la linealidad indicd que existe una relacion directa la cual no varia en mas de 5 % de la

media entre los datos de la concentracion tedrica y la absorbancia dada por el equipo.

La linealidad y la exactitud del método AOAC 968.08 para la determinacion de Cu en el
musculo de camardn son aceptados segun los criterios de evaluacion de OGA, por lo que
el rango de concentracion de 0 ppm a 1 ppm es aceptado como rango lineal y exacto para

trabajar el analito Cobre en la matriz misculo de camaron.



7.1

7.2

7.3

7.4

VII. CONCLUSIONES

El método AOAC 968.08 para la determinacion de Cobre (Cu) en camaron
utilizando el espectrofotémetro AA6800 de SHIMADZU, fue implementado en el
Laboratorio de Sanidad Acuicola del CEMA siendo este un método apropiado y al
alcance del laboratorio para la determinacién de dicho elemento.

La cuantificacion y determinacion de Cobre (Cu) en camaron para el método
AOAC 968.08 cumple con los criterios de aceptacion de la OGA.

Se verificd por medio de la repeticién los pardmetros de desempefio, exactitud,
especificidad, limite de deteccion, linealidad y rango para el método
espectrofotométrico por absorcidén atbmica para la determinacién de Cobre (Cu) en
camaron utilizando espectrofotometro AA6800 de SHIMADZU.

El rango de operacion de Oppm a lppm para el analisis de Cu en el musculo
camaron utilizando la técnica de llama con el equipo AA6800 de SHIMADZU es

aceptado por la OGA, segun el criterio de aceptacién que se plantea en el 2007.



8.1

8.2

VIll.  RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones que permitan la implementacién y verificacion de
otros métodos de analisis en el Laboratorio de Sanidad Acuicola del CEMA,
para gue en el mismo se realicen procedimientos estdndares, que puedan dar

lugar a la venta de servicios de analisis de residuos inorganicos.

Mantener la innovacién en la implementacion de técnicas analiticas de
laboratorio dando lugar a que el Laboratorio de Sanidad Acuicola se encuentre
a la vanguardia de la tecnologia para la realizacion de andlisis que contribuyan
con el desarrollo del hidrobiologico del pais.
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X. ANEXO



Procedimiento parala preparacion de una curva de calibracion:

Preparar una solucién madre (100ppm) a partir de un estandar de cobre con 1000ppm:
v/ Extraer con una pipeta volumétrica de 10ml, 10ml del estandar de cobre,
colocarlos en un balén aforado de 100ml.
v’ Aforar con agua destilada el balén de 100ml

Preparar la concentracion Oppm:
v' Tomar 10ml de acido nitrico con una pipeta volumétrica y colocarlo en un balén
aforado de 100ml

v' Aforar con agua destilada el balon de 100ml|

Preparar la concentraciéon 0.2ppm:
v' Tomar 0.2ml de la solucién madre con una pipeta volumétrica de 1ml colocarlo en
un balén aforado de 100ml
v" Tomar 10ml de acido nitrico con una pipeta volumétrica y colocarlo en el bal6n
aforado de 100ml
v' Aforar con agua destilada el balén de 100ml

v" Mezclar vigorosamente el contenido del balén aforado

Preparar la concentracion 0.4ppm:
v' Tomar 0.4ml de la solucién madre con una pipeta volumétrica de 1ml colocarlo en
un balon aforado de 100ml
v' Tomar 10ml de acido nitrico con una pipeta volumétrica y colocarlo en el bal6n
aforado de 100ml
v’ Aforar con agua destilada el balén de 100ml

v" Mezclar vigorosamente el contenido del bal6n aforado

Preparar la concentracion 0.6ppm:
v" Tomar 0.6ml de la solucién madre con una pipeta volumétrica de 1ml colocarlo en
un balon aforado de 100ml
v" Tomar 10ml de acido nitrico con una pipeta volumétrica y colocarlo en el balon
aforado de 100ml

v/ Aforar con agua destilada el balén de 100ml



v

Mezclar vigorosamente el contenido del bal6n aforado

Preparar la concentracion 0.8ppm:

v

Tomar 0.8ml de la solucion madre con una pipeta volumétrica de 1ml colocarlo en
un balon aforado de 100ml

Tomar 10ml de acido nitrico con una pipeta volumétrica y colocarlo en el balén
aforado de 100ml

Aforar con agua destilada el balén de 100ml

Mezclar vigorosamente el contenido del balon aforado

Preparar la concentracién 1 ppm:

v

Tomar 1 ml de la solucién madre con una pipeta volumétrica de 1ml colocarlo en
un balén aforado de 100ml

Tomar 10ml de acido nitrico con una pipeta volumétrica y colocarlo en el bal6on
aforado de 100ml

Aforar con agua destilada el balén de 100ml

Mezclar vigorosamente el contenido del balén aforado

Anexo No. 1



Procedimiento para la preparacion de un blanco:

v" En un balén aforado de 100ml, aplicar 10ml con una pipeta volumétrica de acido
nitrico a una concentracion de 65%

v Aforar el balén de 100ml con agua destilada

v' Mezclar vigorosamente el contenido del balén aforado

Anexo No. 2



Anexo No. 3

4.8.02

AOAC Official Method 968.08
Minerals in Animal Feed and Pet Food
Atomic Absorption Spectrophotometric Method
First Action 1968
Final Action 1969

(Caution: See Appendix B, safety notes on AAS.)

A.

Apparatus

Atomic Absorption spectrophotometer. —See 965.09A (see

2.6.01)

Operating Parameters

See Table 965.09 (see 2.6.01). escept use fuel-rich air-C;h,

flame for Ca and Mg, and ranges of operation for pg

element/mL solution are: Ca 5-20, Cu 2-20, Fe 5-20, Mg 0.5-

2.5, Mn 5-20, and Zn 1-5.

Reagents

(See introduction to 965.09B [see 2.6.01]. Comercial prepared

standard solutions may be used.)

a) Calcium standard solutions. — Prepare as in 965.09B(a)
(see 2.6.01).

b) Copper, iron, magnesium, manganese and zinc standard
solution. —Prepare stock solution as in 965.09B (b), (c),
(e), (f), and (g) (see 2.6.01), and dilute aliquots with 0.1
-0.5N HCL to make 24 standard solutions of each
element within range of determination.

Preparation of Sample Solution

a) Dry ashing (not applicable to mineral-mix feeds). —Ash 2-
10 g sample in well-glazed porcelain dish. Start in cold
furnance, bring to 550°, and hold 4h. Cool, add 10 mL
3N HCI, cover with waten glass, and boild gently 10 min.
Cool, filter into 100mL volumetric flask and dilute to
volume with H,O. Subsecuent dilution with 0.1 -0.5NHCI
may be necessary to bring sample solution into analitycal
range, exept for Ca. Final Ca dilution must contain
enough Ca solution. 965.09B (d) (see 2.6.01), to provid
1% Ca concentration after dilution to volume with H,O.

b) Wet digestion. —Proceed as in 935.13A (a) (see 4.8.04),
adding 25 ml HNO; for each 2.5 g sample and diluting to
100 mL with H,O. Digestion can be made at low heat on
hot plate, using 600 mL beaker covered with watch
glass. Subsecuent dilutions whit 0.1-0.5N HCI may be
necessary to bring sample solutions into analytical range,
asin (a).

Determination and Calculation

See 965.09D-E (see 2.6.01).

References: JAOAC 51, 776(1968); 54, 666(1971);
59,937(1976); 60,465(1977).

Revised: March 1996

CAS-7440-70-2 (calcium)
CAS-7440-50-8 (copper)
CAS-7439-89-6 (iron)
CAS-7439-96-5 (manganese)
CAS-7440-66-6 (zinc)




