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RESUMEN

El plomo (Pb*?) es un contaminante ambiental de alto riesgo para la salud.
La OMS establece un valor limite maximo permisible de plomo en el agua potable
de 48.3 nM. En contraposicion, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) describe efectos nocivos en el desarrollo neuroldgico a niveles de 10.1 nM
de plomo en agua para el consumo humano. En la industria de los laboratorios
analiticos, la cuantificaciéon de Pb*? en agua para uso y consumo humano esta
dominada por métodos basados en AAS, ICP/MS y ICP/OES. Estas metodologias
carecen de sensibilidad para los niveles de concentracion descritos por la EFSA.
La metodologia propuesta se basa en un sensor quimico a partir de nanoparticulas
de oro de 14 nm de didmetro funcionalizadas con acido maleico, capaz de detectar
y reconocer al Pb*? en solucién de manera especifica y selectiva, mediante la
alteracion del plasméon de resonancia de superficie localizado de las
nanoparticulas de oro como sefial analitica detectable mediante
espectrofotometria UV-Vis. La calidad del agua puede ser controlada a través de
la medicibn de contaminantes ambientales por métodos que deben pasar
previamente por una validacion metodoldgica para brindar confiabilidad en los
resultados analiticos. Entonces, debe validarse el método evaluando el
desempefo de la metodologia y estimando la incertidumbre del resultado. La
validacion demuestra que el método es lineal en un rango de concentraciones de
2.30 a 100 nM de Pb*? con un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9948. La
estimacion de los limites de deteccion y cuantificacion son 0.70 nM y 2.30 nM
respectivamente. El método es veraz, al obtener 101.0% de recuperacion para
niveles de Pb*? de 10 nM. Los interferentes estudiados en este trabajo no son
fuente de error para los limites maximos permisibles (LMP) para la matriz de agua
de uso y consumo humano descritos por el Ministerio de Salud del Peru.
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1. Introduccion

En la sociedad actual en la que vivimos, tanto los alimentos como el agua
potable estan usualmente contaminados con sustancias nocivas como parte del
proceso de produccion.! La contaminacién ambiental debido a metales pesados
es de gran interés en la comunidad cientifica mundial, especialmente en las zonas
urbanas donde se suele tener una mayor exposicion a estos.?® Los principales
iones de metales pesados como As®*, Cré*, Cd?*, Pb?*, y Hg?" son téxicos, aun a
concentraciones trazas para los seres vivos.*8 El plomo (Pb?*) es un contaminante
ambiental importante y ocupa el segundo lugar en la lista de sustancias téxicas
que causan mal funcionamiento renal y dafio en el cerebro.! También ha sido
clasificado como agente cancerigeno por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer.® El plomo
afecta principalmente al sistema nervioso.° Por lo tanto, el nivel de Pb*? en el
agua potable apta para el consumo humano no debe ser superior a 10 pg/L 0 48.3
nM.1

Algunos paises, entre ellos México y Per(, son los principales productores
de plomo de la regién.! El mayor incremento en la produccion de plomo se produjo
entre los afios 1950 y 2000, como consecuencia de su uso como aditivo de la
gasolina.’> A pesar que en la actualidad la gasolina esta libre de plomo, otras
fuentes son importantes como el reciclaje de baterias y barnizado de ceramicas.!
Industrias mineras y las relacionadas con la combustién del carbén y residuos son
fuentes de plomo menos importantes.*?

El plomo esta raramente presente en el agua del grifo.° La contaminacion
proviene de factores externos como el material de las tuberias, uniones de
soldadura o accesorios metalicos. La cantidad de plomo disuelto en las tuberias
se favorece con elevadas temperaturas, bajos niveles de dureza del agua y
valores de pH acido.*®

La principal fuente de contaminacién por plomo es la comida y el agua en la
poblacion adulta. Los nifios son mas afectados por la mayor proporcion de ingesta
por kilogramo de peso y su menor capacidad para la desintoxicacién. Al mismo
tiempo, ciertos patrones de comportamiento, como llevarse objetos a la boca,
aumenta la probabilidad de exposicién al plomo.*?

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) concluyé que aun a
una baja concentracion de Pb*? en el agua potable apta para el consumo humano
de (2.1 pg/L 0 10.1 nM), los efectos nocivos en el desarrollo neurolégico medidos
en la disminucién en los valores de coeficiente intelectual,* especialmente en los
subgrupos sensibles (bebés y exposiciones fetales).! Los grupos sensibles
carecen de una proteccion biol6gica como la barrera hematoencefélica, encargada
de proteger al cerebro ante la exposicion a sustancias toxicas, que hasta seis
meses después del nacimiento no esta totalmente formada.*?
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Varios métodos han sido utilizados para la detecciéon de Pb*?, tales como la
espectroscopia de absorcion atémica (AAS) 17y la espectrometria de masas de
plasma acoplado inductivamente (ICP/MS).® Si bien estos métodos pueden
detectar Pb*? con sensibilidad y precision, para los niveles de concentracion
descritos por la EFSA, requieren de instrumentacion adicional mas sofisticada
como la técnica de horno de grafito. Ademas, sus procesos de preparacién de
muestras son complicados, costosos y puede exigir de analistas especializados.*®

En ausencia de un limite de exposicion seguro de los nifios al Pb?* y debido
a su capacidad para acumularse en el cuerpo por un largo tiempo, ha surgido un
gran interés en la evaluacion de los efectos adversos de Pb?* en bajas
concentraciones, aun debajo de los limites maximos permitidos (LMP).!

Los sensores quimicos a partir de AuNPs son ampliamente usados en la
deteccion de analitos.?® El mecanismo de deteccién se basa en las propiedades
Opticas de las nanoparticulas metalicas que cambian con el estado de agregacion
del sistema.?

La Cooperacion Internacional de Acreditacion de Laboratorios (ILAC)
recomienda al momento de evaluar la competencia técnica de los laboratorios,
este debe presentar “métodos y procedimientos de pruebas validos y
apropiados”.?? La validacion de un método es un proceso, en el cual se verifica
una serie de requisitos y se recopila informacion para estimar la exactitud,
precision, veracidad, limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) del método
analito estudiado. La finalidad ultima de la validacion corresponde a una necesidad
del mercado y su uso habitual en el laboratorio debe ser autorizada formalmente
por la persona responsable, a partir de un procedimiento estandarizado.?
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2.

Objetivos

2.1. Objetivo General

Validar una metodologia colorimétrica para determinacion de plomo (Pb*?) en
muestras de agua para uso y consumo humano usando AuNPs oro
funcionalizadas.

2.2. Objetivos Especificos

Sintetizar las AuNPs por reduccién con citrato de sodio y caracterizarlas
mediante espectroscopia UV-Vis.

Desarrollar y optimizar un método colorimétrico, con un rango de trabajo en el
orden de nM, para la determinacion de plomo (Pb*?) en muestras de agua para
uso y consumo humano empleando AuNPs funcionalizadas con acido maleico

Verificar parametros relativos al proceso de validacion de la metodologia tales
como exactitud, veracidad, precision, rango de trabajo, linealidad, limites de
deteccion y cuantificacion y selectividad.

Realizar la estimacion de la incertidumbre asociada a todos los elementos
relacionados con la metodologia.
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3. Marco teodrico

3.1. Plomo

El plomo es un metal pesado, con caracteristicas fisicas de un metal suave,
azul-gris.” Su uso histérico esta relacionado con los combustibles, también en la
elaboracién de productos como las baterias, tuberias, pintura, entre otros;?* el
amplio espectros de usos que tiene le plomo explica su aun presencia en el medio
ambiente y la facilidad del contacto de los seres vivos con alguno de los productos
derivados.*®

El plomo se encuentra en diversas formas tanto organicas como inorgénicas.
En su forma organica como tetraetilo de plomo, fue usado como antidetonante en
los combustibles hasta la década de los afios 70.?° Actualmente la contaminacion
por este tipo de plomo se limita a un contexto ocupacional en zonas de riesgo,
como areas industriales.'® En su forma inorgénica, principalmente como 6xidos de
plomo, se encuentra en la pintura antigua, el suelo y varios productos descritos
con contenido de plomo como baterias de autos.?

3.1.1. Efecto del plomo en la salud

Mas del 90% del plomo presente en el cuerpo humano es retenido en el
esqueleto y su degradacion puede tomar meses o incluso afos. El resto de plomo
en el cuerpo se elimina por vias como orina, sudor, cabello y ufias.?®

Numerosos estudios epidemioldgicos han observado efectos adversos
neuroconductuales asociados con la exposicion al plomo en la infancia, incluso
con un nivel bajo de concentraciones de Pb*? en la sangre <10 pg/dL.?” Al respecto,
cabe sefialar que en los seres humanos, especialmente en los nifios, el contacto
con plomo es potencialmente peligroso por la capacidad de bioacumulacién en el
organismo,?® y los efectos irreversibles que genera en la funcion cerebral,
disminuyendo la capacidad de aprendizaje.?*

El envenenamiento por plomo en humanos se da por la acumulacion de
plomo en los 6rganos del cuerpo, el plomo impide la sintesis de hemoglobina y
disminuye el transporte de oxigeno en el cuerpo.?® El plomo afecta la sangre, los
rifones, y el sistema nervioso. Los efectos del plomo en el sistema nervioso central
se observan en problemas de comportamiento caracterizados por convulsiones o
hinchazon del cerebro, puede causar hemorragia cerebral, retraso mental y otras
lesiones neuroldgicas permanentes.?®

Los efectos del plomo en el sistema nervioso central son notorios en la
disminuciéon de las calificaciones obtenidas en las pruebas de coeficiente
intelectual, menor rendimiento en las pruebas estandarizadas y disminucion de las
tasas de graduacion.?® Mas sintomas son atribuidos a presencia de plomo en el
sistema nervioso central como sindrome de déficit de atencidn, problemas de
conducta, pérdida de memoria y un rendimiento linguistico deficiente.?
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3.1.2. Situacién actual en la legislacion del plomo

A finales de los afios noventa en el Peru se investigo las concentraciones de
plomo en la sangre de las personas en centros urbanos de la capital. Los
resultados mostraron contaminacion de nifios con plomo en la sangre superior a
10 pg/dL en zonas del Callao.?* En Latinoamérica se elimin6 el plomo en los
combustibles a partir de la Cumbre de los Presidentes de las Américas en Miami
en 1994.%

En 2012, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de
los Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés) bajaron su nivel de referencia
para la exposicion de los nifios a Pb*? de 10 a 5 pg/dL como cantidad maxima
permisible de Pb*? en sangre.*®

3.2. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNPs), estan formadas por una suspension de
oro coloidal en un solvente que usualmente es agua y poseen un caracteristico
color rojo para dimensiones menores a 100 nm.3t

Las AuNPs tienen propiedades interesantes a nivel de produccion, existen
diversas metodologias de sintesis y aplicaciones,®> son consideradas las mas
estables entre las nanoparticulas metalicas.*® Entre sus propiedades destacan las
Opticas y cataliticas que son dependientes del tamafio de particula y su respectivo
estado de agregacién mostrado en la figura 1.33 Las AuNPs poseen propiedades
fisicas y quimicas relacionadas con su tamafio como consecuencia de estructura
electrénica especifica.*

Red Purple Vviolet Blue

W

Figura 1. Nanoparticulas de oro en diferentes estados de agregaciéon con
ditiotreitol.®

3.2.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

La sintesis de AuNPs se clasifica en dos enfoques “top down” y “bottom up”,
en el primero el oro se descompone hasta obtener el tamafio de particula deseado
y el segundo se basa en una reduccién quimica o biolégica de moléculas
individuales.*® Los métodos de reduccion quimica, técnicas electroquimicas y de
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reduccién fotoquimica son los mas utilizados por la menor dispersion de tamafio
de particula con respecto a los otros procesos,® lo que confiere una mayor
homogeneidad en las propiedades cuanticas de las AuNPs.

En la sintesis quimica de nanoparticulas por reduccion, la literatura
menciona la necesidad de una sal de oro, un agente reductor, un agente
estabilizador y algun proceso que aporte energia al sistema (calentamiento,
irradiacion con microondas, etc.).*® Es de gran importancia para la regulacion del
tamario final de las nanoparticulas el agente reductor y el agente estabilizador.3®

Existen diferentes métodos para lograr la reduccion hasta formar las AUNPs,
el método de Turkevich-Frens involucra la reduccién de oro con citrato de sodio,®
las ventajas de este procedimiento son el bajo costo del citrato de sodio, el uso de
agua como solvente, y que esta reaccion no genera subproductos que puedan
afectar al medio ambiente, lo que lo hace amigable con el medio ambiente. 68

En esta investigacion, la sintesis involucra &cido tetracloroaurico (HAuCls)
como precursor de las AuNPs y citrato de sodio (NasCsHsO7) como agente
reductor y estabilizador mostrada en la figura 2.3

0 a
O OH O ®00% wa
H,0 \éNa@ © 00

Pt
HAUWCl, + -y o / \Oeeo a
R ~

® Na
Na Na Na / NaN ® 00 @Na 0

CHZ_

R = CcC=—=0

CHZ_
Figura 2. Sintesis de nanoparticulas de oro por el método de Turkevich, a partir
de acido cloroaurico y citrato de sodio.3®

Al inicio del proceso, se produce la oxidacion del citrato formando dicarboxi
acetona y simultaneamente la reduccion de los iones Au®* a Au®©. El citrato de
sodio es el agente reducto y modula el pH del sistema (buffer), que es un factor
importante en el tamafio final de las nanoparticulas.*®
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Figura 3. Mecanismo de nucleacion-crecimiento para controlar la sintesis de
nanoparticulas de oro. Los brazos en las nanoparticulas representan el agente
estabilizador. 33

La formacion de AuNPs monomodales en solucidbn puede explicarse
mediante el mecanismo de nucleacién-crecimiento seglin el modelo de La Mer,*
mostrado en la figura 3. En el cual se da la reduccién de iones Au®* a atomos de
Au hasta alcanzar la sobresaturacion del medio, donde luego se da un crecimiento
controlado hasta la estabilizacion en el tamafio final de las AUNPs.*°

3.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro

espectrofotometria UV-Visible

por

La caracterizacién de las AuNPs se basa en una propiedad fisica de las
particulas denominada resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR),
definida como la oscilacion de los electrones libres de la banda de conduccion en
la superficie de la nanoparticula como consecuencia de absorber radiacion
electromagnética de una determinada frecuencia en el rango del espectro visible.>?
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a 4. Relacion entre el tamafio de las nanoparticulas de oro esféricas y sus

respectivas bandas de resonancia del plasmén de superficie localizados.**

El tamafio de las AuNPs estan relacionada con su color visible y sirve como
una referencia rapida y simple con su tamafio.?° Las AuNPs con tamario entre 9 -
99 nm poseen bandas de LSPR entre 515 y 585 nm, lo cual las hace facilmente
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reconacibles en el espectro UV-Vis. El espectro UV-Vis permite también estimar
la polidispersidad y el estado de agregacion de las nanoparticulas.*? Espectros
UV-Vis de AuNPs de varios tamafios se muestran en la figura 4.

3.2.3. Estabilidad de las nanoparticulas de oro

La estabilidad de las AuNPs se describe por la teoria DLVO (Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek)*®. Esta teoria considera que las interacciones
quimicas y fisicas entre las nanoparticulas pueden expresarse a través de la
ecuacion general:

GT=GA+GR+GH+GS Ecuacion 1
donde
GT: Energia libre total de interacciones
GA: Interacciones de atraccion
GR: Interacciones de repulsién
GH: Fuerzas de hidratacion
GS: Las fuerzas relacionadas con la forma fisica de las hanoparticulas

(generalmente esféricas)

La estabilidad de las nanoparticulas se debe a que las fuerzas de repulsion
entre particulas son mas intensas que las fuerzas de atraccion, lo que mantiene a
todo el sistema estable, en caso contrario se favorece la formacién de agregados
por efectos de coagulacién-floculacion.®® Los agregados son conjuntos de
nanoparticulas de tamafio mayor (por ende mayor atraccion entre si), que cambia
las interacciones entre las nanoparticulas y el medio favoreciendo la interaccién
con las sales y precipitan con el tiempo.

Un modelo quimico que explica la estabilizacion de las nanoparticulas es el
de la doble capa, mostrado en la figura 5. Este modelo describe la distribucién de
cargas positivas y negativas alrededor de una nanoparticula formando dos capas
sobre un ntcleo de nanoparticula metalica.®® Donde la capa fija esta cubierta por
una carga positiva y la capa difusa mantiene una carga neutra descrita por una
distribuciéon Boltzmann conforme se alejan de la superficie de la nanoparticula.*®
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= Capa fija

» Capa difusa

Figura 5. Modelo de doble capa eléctrica para las nanopatrticulas, las capas fijas y
difusas brindan estabilidad a la nanoparticula. 33

3.3. Sensores quimicos a base de nanoparticulas de oro

Un sensor se define como “un dispositivo capaz de detectar y responder a
un estimulo fisico o quimico, y transformar la correspondiente sefial
adecuadamente”.** La figura 6 muestra el esquema de deteccién de los sensores
a base de AuNPs, en el cual un elemento de reconocimiento que ha sido
funcionalizado sobre la superficie de la AUNPs, es capaz de detectar al analito de
manera especifica y selectiva (bajo ciertas condiciones controladas), como
consecuencia de ello se altera una propiedad que es plausible de medicion.?°

Elemento
reconocedor

. £«
Au = :> Au-(

«\ «

AuNP

Transducion
de senal

Figura 6. Esquema de deteccibn de los sensores quimicos a base de
nanoparticulas de oro.?°

La eficiencia de un sensor quimico, es evaluada en términos de una elevada
relacion sefal/ruido, selectividad hacia los analitos a detectar y los bajos niveles
de LD que se pueden obtener del sensor.?

La interaccion entre el elemento reconocedor y un analito, provoca
alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de las AuNPs tales como el LSPR.
Esta alteracion genera una sefial o respuesta detectable que es convertida a una
sefial de facil procesamiento.?®
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El uso de AuNPs como sensores quimicos abarca un amplio rango de
aplicaciones en diferentes tipos de muestras. La deteccion de cationes metélicos
es una de las aplicaciones mas conocidas y se basa en la incorporacion de
agentes quelantes en la superficie de las AuNPs. También se han desarrollado
sensores para aniones como el cianuro.*® Otras aplicaciones incluyen la deteccion
de pequefias moléculas organicas, oligonucledtidos y proteinas,?® estas se
encuentran a menudo asociadas con el campo médico, por ejemplo, la deteccion
de moléculas organicas pequefias de relevancia bioldgica como la glucosa, la
deteccién de oligonucleétidos y proteinas asociadas con enfermedades genéticas
tales como el cancer.?

3.3.1. Sensores de Pb?" basados en nanoparticulas de oro

Se han descrito sensores de AuNPs para la cuantificacion de Pb*? que
emplean esquemas de deteccion basados en colorimetria, fluorometria, dispersion
hiper-Rayleigh y dispersion dindmica de luz. La mayoria de estos sensores buscan
mejorar los limites de deteccion existentes. La tabla 1 muestra un resumen de los
sensores reportados para el Pb*? a partir de AUNPs como agente reconocedor, el
LD de la técnica analitica y la matriz de muestra usada en el estudio. El uso de
técnicas como la dispersion hiper-Rayleigh (HRS) o dispersiéon dinamica de luz
(DLS) en soluciones acuosas presenta niveles de sensibilidad y selectividad
altamente competitivos.®* El creciente uso de técnicas como la fluorometria ha
permitido desarrollar sensores para la deteccién y cuantificacion de Pb*?, que
presentan altos niveles de sensibilidad a bajas concentraciones.*’* Se han
descrito también varios sensores colorimétricos a base de AuNPs para la
deteccion y cuantificacion de Pb*2. La mayoria de ellos presentan caracteristicas
como alta sensibilidad y selectividad ante la presencia de interferentes. 14%:504¢ |_os
sensores basados en la deteccion colorimétrica como sefial analitica presentan
ventajas, al ser métodos sencillos que no requieren el uso de instrumentos
especializados y costosos e incluso permiten efectuar mediciones en campo (in
situ). 5! Adicionalmente, los sensores colorimétricos son descritos como
economicos y relativamente rapidos comparados con los métodos clasicos (AAS,
ICP-OES e ICP-MS).521.7,5354495657.5859 Degde el punto de vista de la muestra
matriz, se han aplicado estos sensores a muestras de agua potable o de bebida,*®
y a matrices mas complejas como leche materna humana! y muestras de sangre.’

En este trabajo se us6 un sensor colorimétrico para cuantificar Pb*? en una
matriz de muestra de agua para uso y consumo humano empleando AuNPs
funcionalizadas con AM. El mecanismo de accion del sensor se muestra en la
figura 7, la molécula de AM presenta dos grupos carboxilicos (HO,CCH=CHCOH),
uno de ellos se une a la superficie de las AuNPs, y el otro queda libre para
interactuar con el Pb*2.! Las nanoparticulas funcionalizadas con &cido maleico
(AuNPs-AM) se producen por la adsorcion del AM sobre la superficie de las AUNPSs.
La agregacion de las AuNPs induce el acoplamiento de plasmén de superficie
entre particulas y resulta en un cambio de color visible de rojo a azul. Este
fenémeno es Util para la deteccion colorimétrica del analito.?°
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Tabla 1. Sensores basados en el uso de nanoparticulas de oro para la deteccion

de Pb*2,
Tipo de nanoparticulas Tamanolde Limite _d,e Rango _de Matriz de muestra | Tipo de deteccion l_?ef.ererjc_la
nanoparticula| deteccién trabajo bibliografica
AuNP-Papaina P-AuNPs 42 nm 200 nM Solucién acuosa Colorimetria 59
AuNP- 4ppm A ,
AuNP-DNAzyma 17E 13 nm 20- 60 uM Sangre Colorimetria 7
DNAzyma (=20 puM)
AuNP-Acido gélico GA-AuNPs 9.3nm 10nM 10- 1000 nM Agua de bebida Colorimetria 60
AuNP-AgNPs- &cido 4-
Y ghFs-ad ,0 17nm 16 nM 16- 100 nM Solucién acuosa Colorimetria 52
mercapto benzoico
AuNP y AgNP-Acido gélico =50 nm 30 uM 30- 300 uM Solucién acuosa Colorimetria 51
AuNP-Acido galico GA-AuNPs 35nm 25nM 50- 1000 nM Solucién acuosa Colorimetria 55
AuNP-DNAzyma 17Ec 13nm 100nM 0.1-4uM Solucién acuosa Colorimetria 56
AuNP-DNAzyma 17E 13nm 3nM 3-100nM Solucién acuosa Colorimetria 57
AuNP- tiosulfato i
4 14.2nm 05nM  [2.5nM- 10pwm| Muestraambientales Colorimetria 53
2-mercaptoetanol (suelos y rios)
AuNP-DNAzyma 17E 13nm 500 nM Solucién acuosa Colorimetria 54
AuNP-tiol alquil fosfatos Phos-AuNPs 13nm 1.63uM Solucién acuosa Colorimetria 58
. Agua de bebid
AuNP-Acido maleico 20 nm 2.4nM 2.4-483nM . N Colorimetria 1
leche materna
AuNP-catequina 48.1nm 1.5nM 10-1000nM | Muestras de orina Fluorimetria 47
AuNP-Acido 3- i
Y . (?, . 30nm 100 nM Muestig a.mb'emales. ez Fluorimetria 48
mercaptopropiénico de cafio, rio y agua mineral)
., Dispersion dinamica
AuNP-DNAzyma 17Ec 16.1nm 0.1nM 0.1-1nM Solucién acuosa . 46
AuNP-acido 11 F Dispersidon de hiper-
X Au-MUA 2.4nm 25 uM Solucion acuosa K 49
mercaptoundecanoico Rayleigh (HRS)

GNP \ P> MaleicAcid @

Figura 7. Mecanismo de accién del sensor colorimétrico ante la presencia del analito
Pb*2 y cambio en el estado de agregacion de las nanoparticulas de oro. *

3.4. Validacion

La validacion de un método analitico es definida como “un paso fundamental
para asegurar que los resultados entregados por dicho método son confiables”.®!
La finalidad de la validacién de un método es poder determinar la utilidad del
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método para los fines previstos,? es decir es ideal para el analito de interés dentro
de los rangos de trabajo determinados y sobre la matriz de muestra.

Es necesario establecer parametros de la metodologia antes de iniciar la
validacion, para establecer el alcance de la validacion,® vale decir conocer el
método a validar y su campo de aplicabilidad (el analito, su concentracién y la
matriz en la cual se desea utilizar).

Es adecuado describir que un método normalizado hace referencia a un
método que ha sido estandarizado para su fin previsto y que establece pardmetros
especificos que pueden ser reproducidos en cualquier laboratorio externo. Los
métodos normalizados son publicados por entidades internaciones especializadas
como Organizacion Estandar Internacional (ISO), Comité Europeo de
Normalizacién (CEN) o Asociaciéon de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC).5?
Adicionalmente un método normalizado tiene un respaldo legal por el laboratorio
de origen, los resultados emitidos por estos, Utiles en procesos legales por ejemplo
al determinar el impacto ambiental en zonas contaminadas.

A consecuencia de lo anterior, una practica comun en los laboratorios
analiticos del mundo es validar sus metodologias de cuantificacion para diferentes
analitos y diferentes tipos de matrices de muestra. En el Peru el Unico ente capaz
de acreditar la validez de una metodologia es el Instituto Nacional de la Calidad
(INACAL) referido en el reglamento internacional descrito como la norma NTP-
ISO/IEC 17025:2006 “Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayos y calibracion”.

En general, se establece que el laboratorio debe validar los “métodos no
normalizados o métodos normalizados con una o mas modificaciones”.%®

1. Métodos no normalizados: Métodos provenientes de alguna fuentes
diferentes a las entidades internaciones especializadas, ya sea desarrollados por
el propio laboratorio o tomados de autores (ejemplo: publicado en revista
cientifica.*

2. Método normalizado con una modificacion significativa: En el caso que el
laboratorio desea modificar un método normalizado para ampliar su alcance
previsto,®® se realiza una validacion retrospectiva, una validaciéon en que se
dispone de datos histéricos realizados por el mismo laboratorio. Estos datos son
de utilidad pues brindan informaciéon sobre el comportamiento del método y
corresponden a curvas de calibracién, resultados de ensayos, cartas de control,
ensayos de aptitud, etc.?® Con esta informacion previa, se deberan determinar los
parametros de validacion son aceptables.Segun el Vocabulario internacional de
metrologia (VIM), la verificacion es el aporte “de evidencia objetiva de que un
elemento dado satisface los requisitos especificados™® y que la verificacion no
implica la accién de validar un método.

La verificacion es un proceso por el cual el método normalizado se utiliza
correctamente. En caso de un método normalizado modificado, la verificacion se
enfoca solo en la o las variaciones realizadas no afecten el ensayo.%® Es decir,

estos dos términos no son contrarios, sino que se complementan entre si, por
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ejemplo se puede verificar un equipo instrumental a partir de la respuesta del
equipo y se puede validar un método destinado a un analito y matriz en especifico.
Otra aplicacion atil de la validacion es demostrar que un método es equivalente a
otro.®t

3.4.1. Requisitos estadisticos de la validacion

Durante el proceso de la validacion se requiere comprobar los parametros
de validacion y sus requisitos estadisticos, para los cuales se definen criterios de
aceptacion basados en hipétesis estadisticas. Para estas hipétesis se recomienda
emplear un nivel de significancia del 95% (p-value = 0.05).%!

La repeticion es esencial para obtener resultados confiables, evaluar las
posibles variaciones dentro del uso rutinario del método en condiciones reales
debe ser tomado en cuenta al momento de disefiar las pruebas de validacién.®?

Normalidad de datos

La normalidad de datos es una caracteristica de como estan distribuidos un
grupo de datos relativamente grande (30 datos o mas) y define cudl es la medida
de tendencia central que describe mejor el grupo de datos. La normalidad de datos
se toma como primer paso en una validacién y determina el comportamiento de
una serie de datos como paramétrico (normal) o no paramétrico (no normal).®® Los
datos paramétricos son similares alrededor del promedio de sus réplicas y son
representados por la media de sus concentraciones. Los datos no paramétricos
presentan un sesgo alrededor del promedio de sus réplicas y son mejor
representados por la mediana de sus concentraciones. La validacion se planifica
con un valor que represente mejor al grupo de datos. Las validaciones con datos
normales toman a la media como medida de tendencia central y las validaciones
con datos no normales toman a la mediana.®?

La prueba estadistica que evallta la normalidad de un grupo de datos es la
de Anderson-Darling empleada y descrita en la seccion 5.2.8.1, la cual evalla el
comportamiento de la serie de datos sobre una linea de referencia base.®”

Presencia de datos atipicos

Un grupo de réplicas de concentraciones de un analito posee un nivel de
variabilidad descrito por su desviacion estandar. Se considera como dato atipico
a aquel que esté fuera de la maxima variabilidad positiva 0 negativa esperada para
el grupo de réplicas. La presencia de datos atipicos puede deberse a errores
sistematicos de la metodologia (optimizacion de la metodologia) o errores
aleatorios por parte del analista.®® Los datos que sean considerados como atipicos
deben ser descartados para la validacion.

Los datos dentro de una serie se asociacion con su valor de Z-score, que
caracteriza su proximidad con el punto medio de los datos. La prueba de
determinacion de datos atipicos es un requisito para la validacién metodoldgica.
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La prueba estadistica que determina los datos atipicos es la prueba de Z-
score paramétrico empleada y descrita en la seccion 5.2.8.2, la cual toma como
requisito la normalidad de los datos.

Homogeneidad de varianza

La homogeneidad de la varianzas es un requisito estadistico para la
estimacion de la veracidad.®® La prueba estadistica de igualdad (también
denominada homogeneidad) de varianzas empleada y descrita en la seccién
5.2.8.3 consiste en comparar las varianzas entre los datos y evaluar si existen
diferencias significativas entre ellos. La varianza y la desviacion estdndar miden
la variabilidad en una poblacion. La prueba estima intervalos de confianza de
Bonferroni como los minimos y maximos valores que pueden llegar a tomar la
varianzas de los grupos.

La prueba estadistica que evalta la homogeneidad de las varianzas es la
prueba de Barttlet, recomendada para grupo de datos con distribucién normal.

Igualdad de medias

La igualdad de medias es un requisito estadistico para la estimacién de la
veracidad. La prueba estadistica consiste en comparar el promedio de
concentracion de un analito entre los grupos de datos y evaluar si existen
diferencias significativas entre ellos. La prueba estadistica que evalla la igualdad
de medias es la prueba de ANOVA para un solo factor empleada y descrita en la
seccion 5.2.8.4. Esta prueba asume la homogeneidad de varianzas entre los
grupos.®’

Adicionalmente en el analisis ANOVA es necesario evaluar la distribucion de
los residuales de los datos (valor de diferencia entre el valor experimental y el valor
esperado). La distribucion de los residuales debe ser normal y sin ninguna
tendencia no aleatoria.

3.4.2. Parametros de validacién
Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de dar una respuesta
instrumental proporcional a la cantidad del analito en la muestra, dentro de un
determinado intervalo de concentraciones.®! El valor minimo de concentracion es
tomado como el limite de cuantificacion (LC) y el valor maximo es aquel que
presenta anomalias significativas en la sensibilidad analitica. Un ejemplo comin
es de esto es el efecto meseta, representado por el decaimiento de la linealidad,
a altos valores de absorbancia en la espectroscopia UV/Vis.5?

La linealidad se determina a partir del grafico de concentracién versus
respuesta instrumental, llamada funcién respuesta o recta de calibfrado.®* Este
grafica se realiza un blanco y los patrones de valor tedrico conocido de
concentracion del analito, que cubran todo el intervalo de trabajo, desde valores
cercanos al LC de la metodologia hasta valores superiores a los LMP o al valor de
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interés. El nUmero de puntos a analizar debera ser establecido por el analista
(minimo de cuatro valores).%*

Luego de realizar el grafico de respuesta (eje Y) versus concentracion de los
estandares de calibracion (eje X), se puede observar el comportamiento de la
curva, tal como ilustra la figura 8.

Comportamiento
Lineal

RESPUESTA
RESPUESTA

. CONCENTRACION
COMNCENTRACION

Figura 8. Graficos de linealidad de respuesta del equipo versus concentracion del
analito. lzquierda: Comportamiento lineal dentro del rango de trabajo. Derecha:
pendiente de la curva de calibracion como una relacion aritmética entre la
respuesta y concentracion.

Los estimadores estadisticos que representan la linealidad de una curva de
concentracion son la pendiente (m), el coeficiente de correlacién (r?) y el punto de
corte (intercepto) con el eje de las Y (Lo), que se correlacionan a través de la
siguiente ecuacion.

Y=mX+ Lo Ecuacion 2

Para una curva de calibracion o trabajo, como la representada en la
ecuacion 2, es recomendable que el valor de r? obtenido sea mayor o igual a 0.999,
aunque para el caso de trazas se admite un valor igual o mayor que 0.99.2362

Sensibilidad

La sensibilidad es un parametro (til para determinar las pequefas
variaciones a bajas concentraciones y se define como el cociente entre el cambio
de respuesta instrumental y el cambio en el valor de concentracién del analito.®!

En la figura 9, se muestra diferentes curvas de calibracion, siendo la
pendiente mas alta, préxima al eje de las Y, mas sensible. Esto significa que a
pequefias variaciones en las concentraciones, resultara en grandes variaciones
en los resultados de las lecturas observadas. ®*
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RESPUESTA

CONCENTRACION

Figura 9. Grafico lineal de respuesta del equipo versus concentracion del analito
a varias pendientes de diferentes sensibilidad. %*

Limites

Para mediciones a concentraciones bajas deben tenerse en consideracion
los siguientes parametros: limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC).
Ambos limites se calculan por la multiplicacién de la desviacion estandar por un
factor adecuado. El valor de esta desviacion estandar debe ser representativa de
la precision obtenida para la poblaciébn de muestras para brindar una estimacion
confiable.®?

Limite de deteccion

El limite de deteccion se define como “la menor concentracion posible a la
cual se puede detectar la presencia del analito con un razonable nivel de
certeza”.? La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC)
recomienda un nivel de error en la deteccion de la presencia o ausencia del analito
de un 5%.%

Limite de cuantificaciéon

El limite de cuantificacion se define como “la menor concentracién que
puede cuantificarse con un grado de exactitud y precisién superior al nivel de
significancia del 95%”.2%

Exactitud

Se define la exactitud como “el grado de concordancia entre el resultado de
un ensayo y el valor de referencia’.’® Con frecuencia se utilizan diferentes
conceptos, tales como, exactitud, veracidad y precision. Las definiciones entre
estos términos no son universales, han cambiado con el tiempo, se han introducido
nuevos términos, ademas sectores diferentes usan términos diferentes, todo esto
genera confusiéon.®? Por lo tanto, en este trabajo vamos a basarnos en las
definiciones y conceptos obtenidos del VIM y la Guia Eurachem sobre
terminologia, ilustrado en la figura 10.
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Deseripeion cualitativa

= Veracidad = Exactitud

veracided

|

exactitud

I

precision

= Precision

Figura 10. Relacion entre exactitud, veracidad y precision. ®' Izquierda:
Descripcion cualitativa entre exactitud, veracidad y precision Derecha: Ejemplos
de distribuciones con diferentes grados de precision y veracidad, donde la suma
de ambos se toma como exactitud.

Veracidad

La veracidad determina el “grado de coincidencia existente entre el valor
medio obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia aceptado™?, la
relacion entre el resultado obtenido y el valor de referencia puede ser evaluado en
términos de sesgo o recuperacion.®! La evaluacion del sesgo necesita un material
de referencia certificado (MRC) como valor de referencia; en la evaluacion de la
recuperacion, se fortifica a una muestra real con al analito a una concentracion
conocida y esta cantidad fortificada es tomada como valor de referencia.5?

Recuperacioén

En ausencia de algun MRC adecuados, ya sea porque son costosos 0 no se
encuentran disponibles en el mercado para cierta matriz y cierto analito, se pueden
realizar ensayos con adiciones, o sea fortificar una muestra para que contenga el
analito de interés.’? La recuperacion de concentracion permite evaluar el
rendimiento de un método analitico.®®.

Se calcula de la siguiente manera:

JEY
X =X

%R = x 100 Ecuacioén 3
Xadiciéon
donde
R: Porcentaje de recuperacion
x": Concentracion de analito de la muestra fortificada
X: Concentracién de analito medida en la muestra sin adicionar.
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X adicien:  Concentracion de analito adicionado a la muestra fortificada.

Precision

La precisién describe la similitud entre un grupo de datos, pero debido a que
no se puede evaluar estadisticamente la similitud de datos, la precision se expresa

como dispersion (imprecisién) entre un grupo de datos y se calcula como la
desviacion estandar de los resultados.5!

La dispersion de datos se evallUa a través de la desviacion estandar relativa
(RSD).EI RSD se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

RSD = % Ecuacion 4
donde
s: Desviacion estandar del grupo de datos
X: Media de los datos

El RSD de Horwitz representa la maxima dispersion aceptada para los
niveles de concentracién, segun la siguiente ecuacion:®*

% RSD Horwitz = 0.5 x 2170-5l09¢C Ecuacion 5

donde

C: concentracion del analito en unidades de molaridad y sin prefijos
(mili, micro, nano, etc.).

Es util también expresar la precision en términos de repetibilidad y
reproducibilidad. La condicion de repetibilidad o reproducibilidad se determina en
base a las condiciones usadas durante el desarrollo de las réplicas en el andlisis
quimico, descritas en la tabla 2.

Tanto la repetibilidad como la reproducibilidad son representadas por sus
respectivos limites, limite de repetibilidad (limite r) y limite de reproducibilidad
(limite R), que muestran las maximas tolerancias posibles de las réplicas bajo las
condiciones de repetibilidad o reproducibilidad.

Repetibilidad:

El término repetibilidad, precision bajo las condiciones de repetibilidad,
situacion en la cual los resultados de analisis se obtienen con el mismo método,
mismo laboratorio, mismo operador, mismo instrumento de medicién dentro de
intervalos cortos de tiempo.5%62

Limiter = V2 xtxs, Ecuacion 6
donde
t: t-Student para el nimero de repeticiones y al nivel de significancia
S Desviacién estandar en condiciones de repetibilidad
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Una aproximacion valida se realiza al asumir un namero de repeticiones
relativamente grande, para las cuales se toma un valor de t=2 para un nivel de
significancia del 95%. En tal caso, Limiter = 2.8 x s,..

Reproducibilidad:

El término reproducibilidad, precisibn bajo las condiciones de
reproducibilidad, situacion en la cual los resultados de andlisis se obtienen con el
mismo método, pero con diferentes condiciones como el laboratorio (ubicacién),
diferentes analistas, distintos equipos, entre otros.5*

La reproducibilidad asume un valor mas grande de variabilidad que bajo
condiciones de repetibilidad. El objetivo es hacer una simulacion sobre la posible
variacion de la metodologia llevada a cabo en otro laboratorio.®?

El calculo es semejante al de repetibilidad

Limite R = 2.8 x sg Ecuacion 7
donde
SR: Desviacion estandar en condiciones de reproducibilidad.

Tabla 2. Descripcién de las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad para
las réplicas en los ensayos metodoldgicos. ©*

Condicién de Condicién de
Repetibilidad Reproducibilidad
Instrumento No cambiar Cambiar
Accesorios No cambiar Cambiar
Operadores No cambiar Cambiar
Matriz . :
o The Cambiar Cambiar
Concentracion Cambiar Cambiar
LOte. de No cambiar Cambiar
reactivos
Conqlmmnes No cambiar Cambiar
ambientales

Selectividad

La selectividad es definida como “el grado en que un método puede
cuantificar al analito en presencia de interferentes”.®* Durante el proceso de
validacion se debe analizar el efecto de la presencia de interferencias en el ensayo,
como parte del estudio de selectividad del método.®2. Los interferentes son
seleccionados en base a la matriz de interés.®! La presencia de interferentes en
ciertos niveles de concentracion puede generar desviaciones positivas o negativas
durante la cuantificacién del analito.®*
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3.4.3. Estimacion de la incertidumbre (U)

La incertidumbre de la medicion analitica es el error de la concentracién
resultante, es decir, representa la dispersion de los valores de concentracion final
de Pb*2.61

La determinacién de la incertidumbre incluye 4 pasos.

e Determinacion de las fuentes de incertidumbre.
o Determinacion de las incertidumbres parciales.

e Combinacién de las diferentes incertidumbres
e Determinacion de la incertidumbre expandida

Determinacién de las fuentes de incertidumbre.

Identificar las fuentes de incertidumbre durante el ensayo asegura la
correcta interpretacion de los datos obtenidos al final de la estimacion de la
incertidumbre. Se toman como fuentes de incertidumbre la metodologia (equipos
y/o materiales), el analista y el sesgo.®® Se muestra un esquema de fuentes de
incertidumbre en la figura 11.

Metodologia

—_—

c

Fd

> Pb (nM)

Sesgo Analista

Figura 11. Diagrama de causa efecto de las fuentes de incertidumbre del método.
Las fuentes de incertidumbre corresponden a los términos de la ecuacion 16 de
cuantificacion de Pb*?, donde C es la concentracion de Pb*? en el volumen de
lectura 'y Fd es el factor de dilucion usado para la muestra.

Determinacién de las incertidumbres parciales

Las incertidumbres parciales son calculadas a partir de componentes
individuales:

e Incertidumbre del analista (U anaiista)
e Incertidumbre de sesgo (U sesgo)
e Incertidumbre de la metodologia (U metodologia)

Incertidumbre del analista (U analista)

La incertidumbre del analista describe la variabilidad que aporta el o los
analistas que realizaron el analisis quimico y es especifica y diferente para cada

31



uno. Esta determinado por la desviacidn estandar de los resultados reportados por
el analista descrito en la seccion 5.2.10.1.

Incertidumbre del sesgo (U sesgo)

La incertidumbre del sesgo viene dada por la diferencia entre el valor de
referencia de concentracion del analito en muestras fortificadas y los valores de
concentracion reportados de por el analista descrito en la seccién 5.2.10.2.

Incertidumbre de la metodologia (U metodologia)

La incertidumbre de la metodologia es especifica en cada proceso de
validacion, dado que abarca todos los pasos metodologicos que tengan un
impacto directo en la concentracion final del analito y viene determinada al usar la
ecuacion general de propagacion de errores de cada factor dentro de la ecuacién
gue cuantifica la concentracion de Pb*? descrita en la seccién 5.2.10.3.

Las incertidumbres de cada paso metodoldgico se calculan a partir de las
tolerancias méaximas descritas en los manuales de uso de los instrumentos de
laboratorio (matraces volumétricos, pipetas, micropipetas, balanzas, etc.). La
incertidumbre de cada paso viene dada por

Uy; = TOII(Xi Ecuacion 8
donde
Uyi: Incertidumbre asociada al proceso Xi
Tol xi: Tolerancia asociada a la etapa Xi.
K: Factor de cobertura.

Los factores de cobertura estan definidos por el proceso que describen y se
muestran en la tabla 3.

¢ Distribucion normal: asociada con procesos de distribucion normal,
por ejemplo, procesos de medicion automatizada de valores
continuos como el pesado de una sustancia en el cual el resultado
se puede altera constantemente hasta un punto final.

e Distribucion triangular: asociada con procesos de distribuciéon
triangular, por ejemplo, procesos de medicion manual de valores
discretos como la toma de volumenes.

e Distribucién rectangular: asociados con procesos de distribucion
rectangular, donde la distribucién no favorece ningln punto y la
probabilidad es igual para todos los puntos, por ejemplo, procesos
de medicién en electrodos.
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Tabla 3. Tipos de distribucion de datos y sus respectivos factores de cobertura.”

Tipo de distribucion K

Normal K=2 2.00
Triangular K =6 245
Rectangular K =13 1.73

Combinacidn las diferentes incertidumbres

La combinacion de incertidumbres parciales es un proceso por el cual se
combina todas las incertidumbres de analista, sesgo y metodologia en una sola
incertidumbre por medio de la suma de sus cuadrados descrita en la seccion
5.2.10.4 y en la ecuacién 13.7°

Determinacién de la incertidumbre expandida

La incertidumbre expandida se determina multiplicando la incertidumbre
combinada por un factor de cobertura K, cuyo valor esta definido por el nivel de
significancia. Usualmente se toma como K = 2, a un 95% de significancia.®* Asi,
se establece el intervalo alrededor del resultado de la medicién en el cual se puede
esperar que se encuentre el valor de concentracion final de Pb*2,

3.5. Importancia de la validacion

Todos los aspectos de la sociedad se sustentan, de una manera o de otra,
en el trabajo analitico y mediciones analiticas que se hacen cada dia en miles de
laboratorios de todo el mundo.®? Por ejemplo, al controlar la calidad de bebidas y
alimentos para confirmar su idoneidad para su consumo. La incorrecta medicion
analitica puede ocasionar grandes riesgos, por ejemplo, los ensayos que
demuestren que los alimentos son no aptos para el consumo pueden derivar
guejas e indemnizaciones; generar sanciones econémicas, encarcelamiento o
incluso, en algunos paises, la ejecucion. ©2

Los resultado de un andlisis se usan para la toma de decisiones.®? Los
clientes solicitan trabajos analiticos a un laboratorio y esperan confiar en los
resultados recibidos, entonces, el laboratorio tienen la responsabilidad de brindar
confianza al cliente.”

3.6. Justificacion del problema

A nivel nacional, existen diversos estudios que demuestran la presencia de
poblacion expuesta al plomo, afectada por procesos industriales de manera
sistematica en lugares tales como la regién Callao y el distrito de la Oroya en el
departamento de Junin.?*72, Ademas de las fuentes de contaminacién originadas
por los procesos industriales, como la industria minera, industria textil o industria
de las pinturas o colorantes, existen otras fuentes de contaminacion a partir de las
conexiones de tuberias del servicio de agua potable y procesos de soldadura
asociados’®. Estas Ultimas fuentes de contaminacién estan adn presentes en
muchos hogares a nivel nacional.
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La EFSA refiere que aln a concentracion trazas de Pb*™? (2.1 pg/L o 10.1
nM) en el agua potable, este metal es nocivo especialmente en los subgrupos
sensibles (bebés y exposiciones fetales)! al producir un decrecimiento importante
en los niveles de cociente intelectual, que no llegan a recuperarse a largo de la
vida del ser humano.?®* Nétese que la concentracion referida es inferior al LMP
(10 pg/L o 48.3 nM) declarado por la OMS, como la minima concentracién que al
ser excedida causa o puede causar dafios a la salud y al medio ambiente.

En los laboratorios nacionales, la cuantificacién de Pb*? en la matriz de agua
para uso y consumo humano se lleva a cabo mediante instrumentos de medicion
de AAS e ICP ya sea como ICP-OES o ICP-MS. Segun registros de INACAL
(fecha de actualizacién 2016-12-15), existen 17 laboratorios analiticos en el Peru
gue pueden cuantificar el Pb*? en la matriz de agua para uso y consumo humano
con 34 métodos acreditados. La mayoria de las diferencias entre métodos se
encuentra en la digestion de muestra. Esta puede darse por via himeda con el
uso de diferentes acidos (acido nitrico y acido clorhidrico) o con el uso de
microondas. Existen también metodologias para la determinacién de plomo total
o plomo disuelto que no requieren digestion. Los 34 métodos referidos emplean
AAS, ICP/OES o ICP/MS como instrumentos de medicion.”™ La gran diversidad en
las metodologias se debe a la poca precision de estos métodos a bajas
concentraciones y a la presencia de interferentes provenientes de la materia
organica que acrecientan mas estos problemas de sensibilidad a bajas
concentraciones.

Otro punto de vista es la relacion entre la industria y las universidades. En
el Perd, las universidades no son reconocidas como instituciones de gran nivel
académico, productoras de ciencia, tecnologia e innovacion. Para el ambito
nacional son consideradas como formadoras de profesionales cuyo Unico objetivo
es ingresar al ambito laboral tan pronto sea posible.”® Por tal razén, la gran
mayoria de universidades del Pert no produce ciencia y tecnologia en los niveles
de calidad que los tiempos actuales demandan. Se puede considerar como
esfuerzos malgastados, si los resultados de las investigaciones no se validan
cientificamente o se exponen a critica por el &mbito de la comunidad cientifica.’®

A partir de lo anterior, es necesaria la validacion metodoldgica de un método
analitico para la determinacién de Pb*? en la matriz de agua para uso y consumo
humano para un rango de concentracion de trazas (concentraciones del analito
menores a un 0.01% en la matriz especifica).”
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4.  Hipotesis

La metodologia desarrollada durante esta investigacion es adecuada para
Su uso previsto, es decir, el nanosensor es adecuado para la cuantificacion de
Pb*2 en el rango de 2.30 nM a 100 nM, para la matriz de agua para uso y consumo
humano.
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5.  Parte experimental

5.1.

Reactivos utilizados, materiales y equipos

Los reactivos utilizados tanto en la sintesis de las AuNPs como en la
deteccion de Pb*2 son los mostrados en la tabla 4.

Tabla 4. Lista de los reactivos y caracteristicas utilizados.

Nombre Formula Marca Grado de pureza
Citrato de sodio, . -
o Na3CeH507.2H20 JT Baker Reactivo analltico (PA)
dihidratado granular
Trihidratado cloruro de oro (lll) o i i .
, . , (i HAuCl4.3H20 | Sigma-Aldrich |Reactivo analitico (PA)
acido cloroaurico
Hidroxido de sodio, grajeas NaOH Macron Reactivo analitico (PA)
Fosfato monobasico de sodio Fisher ) .
i ) NaH2P0O4 .H20 . - Reactivo analltico (PA)
monohidratado, cristales Scientific
Fosfato dlbaS.ICO de sodio Cap e I\./It?rck- Reactivo analitico (PA)
_ anhidro Millipore
Adldo el DUt CaHaOs | Sigma-Aldrich [ Grado HPLC
maleico
) Merck- . -
Nitrato de plomo (I1) Pb(NO,), Y Reactivo analltico (PA)
Millipore

El agua utilizada en todos los experimentos fue de grado ultrapura
(conductividad eléctrica menor a 0.5 pys/cm) a partir de un sistema de agua
ultrapura Thermo Scientific NANOpure® por 6smosis inversa y filtracion mediante
filtro de fibra hueca con tamano de poro 0.2 um.

Los equipos utilizados en la caracterizacion de las AuNPs y los estudios de
cuantificacion de Pb*? se encuentran en el laboratorio de Analisis Instrumental de
la Seccién de Quimica de la Pontificia Universidad Catélica del Pert y son

descritos en la tabla 5.
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Tabla 5. Lista de los software, equipos y caracteristicas utilizados.

Nombre

Descripcion

Minitab 17 Statistical

Programa estadistico con hojas de calculo.

Espectrofotometro UV-Visible
Perkin Elmer Lambda 850

Dos fuentes de radiacion, una lampara de deuterio y una lampara de
deuterio y una lampara de Tungsteno-hal6gena, que cubren el rango
de longitudes de onda 175-900 nm con una rendija de 1 nm.

Espectrofotdmetro UV-Visible-
Agilent 8453

Dos fuentes de radiacion, una lampara de deuterio y una lampara de
Wolframio, que cubren el rango de longitudes de onda 180-800 nm
con una rendija de 1 nm.

Balanza analitica - AND
GH200

Precision: 1 mg.

Carga maxima 220 g.

Medidor de pH - Medidor PH
BASIC 20

Medidor pH CRISON.
Medida por estabilidad o en continuo.
Resolucién de 0.01 pH.

Agitador de mezclas Vortex -
Heidolph

Movimiento orbital de 5 mm.

Velocidad de hasta 2500 rpm.

Agitar magnético THERMO
SCIENTIFIC SP131320-33Q

Rango de temperatura: 5 a 540 °C.

Material de la placa superior ceramica.

Incubadora Heratherm IGS60

Rango de temperatura: 5 a 75°C.
Volumen: 75 L.
Precisién: £ 0.2 a 37°C.

Centrifuga Sigma 1-16

Méaxima capacidad: 24 x 2.0 mL.
Velocidad: Min 200 rpm. Max 15000 rpm.

5.1.1.

Preparacion de soluciones de reactivos

e Solucion de &cido cloroaurico trihidrato (HAuCls.3H,0): Se prepar6 a partir
de una solucion intermedia de concentracion 0.5 M. Se tom6 25.4 uL de
HAuCl, 0.5 My se llevé hasta 1 mL de agua ultrapura (UP). La concentracién
final obtenida fue de 12.7 mM.

e Solucion citrato de sodio dihidratado granular (NasCt.2H,0): Se peso6 19.9
mg vy se disolvié en un volumen de 1 mL de agua UP. La concentracion final
obtenida fue de 63.6 mM.

e Solucién de acido maleico (10.0 mM): Se pes6 0.0580 g de AM y se disolvid
en 40 mL con agua UP. Se adicion hidroxido de sodio 0.1 M hasta un pH
de 6.2 + 0.1 y se completo el volumen hasta 50 mL con agua UP.

e Solucion fosfato monobasico de sodio monohidratado 0.2 M: Se pes6 1.38 g
de fosfato monobasico de sodio monohidratado y se disolvié en un volumen
de 50 mL de agua UP.

e Solucion fosfato dibasico de sodio anhidro 0.2 M: Se peso6 1.44 g de fosfato
dibasico de sodio anhidro y se disolvié en un volumen de 50 mL de agua UP.

o Buffer fosfato 0.2 M pH 5.8: Se mezcl6é 5.5 mL de fosfato monobasico de
sodio monohidratado 0.2 M y 0.85 mL de fosfato dibasico de sodio anhidro

0.2 M.
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e Estandar de Pb*2 1000 mg/L (4.83 mM): Se pes6 79.9 mg de nitrato de plomo
y se disolvio en un volumen de 50 mL de agua UP.

e Solucion de trabajo de Pb*2 0.1 mg/L (0.48 uM): Se tom6 0.5 mL de la
solucién estandar de Pb*? 1000 mg/L se llevé hasta 50 mL de agua, luego
se repitio el proceso de dilucion.

5.2. Metodologia
5.2.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

La sintesis de AuNPs de tamafo final de 14 nm se realiz6 con una
metodologia basada en el método de Turkevich, mostrada en la figura 12.338 El
proceso consistié en afiadir 1 mL de solucion de &cido cloroaurico trihidratado
(HAUCls. 3 H20) de 12.7 mM, luego se adiciond un volumen de 48 mL de agua UP
en un balén de dos bocas, de capacidad 100 mL, acoplado a un tubo refrigerante
y se llevo a ebullicion en un bafio de silicona liquida. Una vez que la solucién se
encontré a ebullicion constante, se adicion6 1 mL de una solucién acuosa de
citrato de sodio dihidratado (NasCt.2H,0O) de 63.6 mM. La proporcién Au®': citrato
en la mezcla inicial fue 1:5. La mezcla se dejo reaccionar por 15 minutos a
ebullicion bajo agitacidon constante hasta observar la aparicién de un color rojo
ligero. Luego, se continud con la agitacion por 30 minutos sin calentamiento.

Nota: Los materiales usados para la sintesis deben ser lavados con agua
regia (mezcla de &cido nitrico y acido clorhidrico en una proporcién una a tres
partes en volumen),”® solucién capaz de disolver el oro y posteriormente
enjuagados con agua UP.
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e 1 mL de NasCt 63.6 mM

48 mL de agua UP

Figura 12. Esquema de la sintesis de nanoparticulas de oro para la metodologia
descrita.

5.2.2. Caracterizacion de nanoparticulas de oro

La determinacién del tamafio de las AuNPs se realiz6 a partir de la maxima
absorcién de la banda LSPR en el espectro UV-Visible mostrado por las AuUNPs.
La longitud de onda obtenida se correlaciondé con el diametro promedio y el
coeficiente de absortividad molar de las AuNPs en base a valores reportados.*>7°

La determinacion del maximo de absorcion de la banda LSPR de las AuNPs,
se realiz6 en una proporciéon 1:5 con agua UP y se midi6 el espectro de
absorbancia en un equipo UV-visible en el rango de 450 - 600 nm.

5.2.3. Protocolo inicial de funcionalizacién de las nanoparticulas.

El proceso de funcionalizaciébn se realiz6 segun las referencias de
Ratnarathorn.! El sensor de AUNPs-AM se prepar6 en base al principio de auto
ensamblaje de los compuestos organicos sobre la superficie de AuNPs en el
siguiente orden: se agreg6 0.1 mL de AM 10.0 mM (sin modificacion de pH) a 4.0
mL de AuNPs previamente sintetizadas (5 nM) y 1.9 mL de agua UP para generar
AuNPs-AM. Se incubé la solucién durante 1 hora a 30°C, luego la solucién se
centrifugd a 8000 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente, para eliminar el
exceso de AM, se descart6 el sobrenadante reponiendo el volumen con agua UP
y se repitid el ciclo de centrifugado. Después de este paso, las AuNPs se

caracterizaron mediante espectrometria UV-visible.
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5.2.4. Protocolo optimizado de funcionalizacion de las nanopatrticulas.

Se funcionalizé las AuNPs-AM en un volumen fijo de 6 mL por cada lote y
en el siguiente orden de adicién de reactivos: 1900 yuL de agua UP, 4.0 mL de
AuNPs 5 nMy 100 pL de solucion de AM 10.0 mM previamente ajustada a pH 6.2.
Esta mezcla fue colocada en una incubadora a 30°C con agitacion constante por
1 hora.

5.2.5. Protocolo inicial de deteccion de Pb*?

Para la deteccién y posterior cuantificacion de Pb*? en muestras, se tomo
como base la referencia.! Se mezclaron 0.60 mL de AuNPs-AM en tubos
eppendorf de 1.5 mL con 0.10 mL de la solucion a analizar (blanco, control o
muestra), 0.1 mL de buffer fosfato pH 5.8 a 0.5 My 0.2 mL de agua UP. Luego, la
mezcla se incubo durante 1 hora a 30°C y se midi6 el espectro UV-Vis. Se registrd
el espectro de absorcion entre 450 nm a 600 nm a los 15 minutos después de
adicionadas las AUNPs-AM. Se emple0 la razon de absorbancias A600/A520 para
cuantificar la presencia de Pb*2.

5.2.6. Protocolo optimizado de deteccién y cuantificacion de Pb*2.

En un tubo eppendorf de 1.5 mL, se tom6 un volumen de solucién que se
desea analizar, ya sea un patréon de Pb*? o muestra (no mayor a los 330 uL), se
completo el volumen con agua UP hasta los 330 uL de solucion total. Se adicion6
70 uL de buffer fosfato 0.2 M a pH 5.8 y 600 uL de la solucién de AuNPs-AM. Se
agitd por espacio de 5 minutos en un agitador Vortex. Se registr6 el espectro de
absorcion entre 450 nm a 600 nm a los 15 minutos después de adicionadas las
AuUNPs-AM. Se empleé la razén de absorbancias A600/A520 para cuantificar la
presencia de Pb*2.

5.2.7. Muestreo

La metodologia de muestreo fue tomada de fuente bibliografica para la
matriz de agua para uso y consumo humano o agua de la red de agua potable.®°
Se emplearon los siguientes pasos practicos para el muestreo.

e El volumen de la muestra fue 100 mL.

e Se enjuag6d 3 veces el recipiente con la fuente de agua que se iba a
muestrear.

e Se recogid la muestra sin dejar espacios con aire y se cerré el envase
herméticamente.

Las muestras de matriz usadas en el proceso de validacion provinieron de
dos fuentes de agua para uso y consumo humano. Para la determinacién de los
LD y LC se us6 agua potable del distrito de la Punta, provincia constitucional del
Callao, pasada por un filtro de carbon activo marca Rotoplas modelo PT-01R
(muestratipo 1) que eliminé la mayor cantidad de interferentes en la muestra. Para
el resto de los parametros de validacion se usé agua potable de los laboratorios
de la Pontificia Universidad Catélica del Perd (muestra tipo 2).
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5.2.8. Requisitos estadisticos de la validacion

Todos los ensayos descritos en esta seccion fueron realizados siguiendo los
procedimientos optimizados para la funcionalizaciéon y cuantificacion de Pb*?
descritos en las secciones 5.2.5y 5.2.6.

5.2.8.1. Normalidad de datos

Se obtuvo 30 réplicas de medidas de concentraciéon de Pb*2, bajo
condiciones de repetibilidad entre ellas. Se us6 un mismo lote de AuNPs, pero en
diferentes dias de funcionalizacion y cuantificacion. Se usé el programa
estadistico Minitab 17 Statistical Software en la prueba de Normalidad con el
criterio de normalidad de Anderson-Darling sobre la variable de concentracion de
Pb*2, Esta prueba compara la funcién de distribucién acumulada de los datos con
la distribucion esperada de los datos normales. Si se observa una diferencia
suficientemente grande, la prueba rechazara la hipotesis nula de normalidad en la
poblacion. El criterio de decisién se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Hipotesis y criterio de decision para la verificacion de la normalidad de
datos en la prueba de Anderson-Darling.

HIPOTESIS NULA (Ho) : Variable aleatoria observada es
normal
HIPOTESIS ALTERNATIVA (H,) : Variable aleatoria observada no es
normal
Criterio
Nivel de Significacion P-Value de Conclusion
decision
P0.05 Aceptar H,: los
datos son normales
0.05 B Rechazar H,: los
P <0.05 datos no son
normales

5.2.8.2. Presencia de datos atipicos

La determinacion de puntos atipicos se realiz6 sobre los 30 datos
previamente obtenidos para la prueba de normalidad. El célculo del valor Z-score
se realiz6 con la férmula indicada y con el criterio de interpretacion se determiné
la calificacion de los datos segun su valor de Z-score. El criterio de decision se
muestra en la tabla 7.

El estadistico de Z-score se calcula con la siguiente formula:

(x;— %)
S

7 =

donde

xi: Dato individual obtenido del ensayo
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Media de los datos

X1

S: Desviacion estandar de los datos.

Tabla 7. Hipétesis y criterio de decision para la deteccién de datos atipicos en la
prueba de Z-score paramétrico.

HIPOTESIS NULA : No hay datos atipicos enla
(Ho) muestra
HIPOTESIS : Hay al menos un dato atipico enla
ALTERNATIVA (Ha) muestra
Z-score Calificacion
|z|<2 Satisfactorio
2<|Z|<3  Cuestionable
|Zz|=23 No satisfactorio

5.2.8.3. Homogeneidad de varianza

La Prueba de Barttlet se realizo sobre los 30 datos previamente obtenidos
para la prueba de normalidad de los datos. Se separaron los datos en 3 grupos de
10 datos cada uno, segun el dia en que fueron analizados. Se us6 el programa
estadistico Minitab 17 Statistical Software y se estimo los intervalos de confianza
de Bonferroni. Para poder aplicar este test, los datos deben de ser normales y
aleatorios. El criterio de decision se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Hipotesis y criterio de decision para la verificacién de la igualdad de
precision en la prueba de Barttlet.

: No hay diferencia significativa entre

HIPOTESIS NULA (H,) oy A

: Al menos una de las variables es

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H,) e A

Criterio de decision Conclusion
Aceptar H,: resultados con
similar precision
P <0.05 Rechaz.ar. H,: resu.ltg'dos con

distinta precision

P=0.05

5.2.8.4. Igualdad de medias

La Prueba de ANOVA de un factor se realiz6 sobre los 30 datos previamente
obtenidos para la prueba de normalidad de los datos. Se separaron los datos en
3 grupos de 10 datos cada uno, segun el dia en que fueron analizados. Se us6 el
programa estadistico Minitab 17 Statistical Software y se evalu6 la igualdad de
medias para los 3 grupos de datos. Asi, se tom¢ la diferencia de los dias de lectura
como factor para el analisis de igualdad de medias.
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Durante la prueba ANOVA, el programa estadistico Minitab 17 Statistical
Software almaceno los residuales de los datos y se evalu6 la normalidad de los
residuales a través de la prueba Anderson-Darling, bajo los mismos criterios
descritos en la tabla 6, donde la variable observada corresponde a los residuales
obtenidos de la prueba ANOVA de un factor. El criterio de decision se muestra en
la tabla 9.

Tabla 9. Hipétesis y criterio de decision para la verificacion de la igualdad de las
medias en la prueba ANOVA de un factor.

: No hay diferencia significativa
entre las medias.

: Al menos una de las medias es
distinta a las otras

HIPOTESIS NULA (Ho)

HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hp)

Criterio de decision Conclusion
P >0.05 Aceptar.HD: l'eSL.l|ta.d.OS con
diferencias no significativas
P <005 Reghazar .HD: rfasql.tadc.)s con
diferencias significativas
5.2.9. Parametros de validacion

Todos los ensayos descritos para la validacion fueron realizados siguiendo
los procedimientos optimizados para la funcionalizacién y cuantificacion de Pb*?
descritos en las secciones jError! No se encuentra el origen de la referencia. y
5.2.6.

La expresion de los resultados de las concentraciones de Pb*? durante el
proceso de validacion corresponde a dos tipos de fuente de Pb*2. Para los casos
en el cual el Pb*? provino de un patréon estandar (muestras control), el valor
reportado corresponde a la concentracién de Pb*? en el volumen de lectura (1 mL).
En cambio, para los casos donde el Pb*? provino de una muestra de concentracion
desconocida (muestra de matriz), el volumen de alicuota tomado fue diluido para
realizar el ensayo y se reporté la concentracion de Pb*? en la alicuota de la
muestra. Ambos tipos de muestra son adecuadas para la validacién y se usaron
en los siguientes parametros de validacion:

Muestras control: Linealidad
Muestras de matriz; LD, LC, veracidad, precision y selectividad.

5.2.9.1. Linealidad

El estudio de la linealidad se realiz6 a través del estudio de tres curvas de
calibrado obtenidas de forma independiente (dias y estdndares diferentes) con
concentraciones de Pb*?en el rango 2.30 nM a 100 nM.®?
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Para cada curva, se realizé un andlisis de regresion lineal (método de
minimos cuadrados) y se determinaron la pendiente, ordenada al origen
(intercepto) y el coeficiente de correlacion. El criterio de decision se muestra en la
tabla 10.

Tabla 10. Hipotesis y criterio de decisidon para la estimacion de la linealidad de la
metodologia en el rango de trabajo.

- El método es lineal en el rango
de trabajo
- El método no es lineal en el

rango de trabajo

HIPOTESIS NULA (Ho)

HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hp)

Prueba Criterio de decision Conclusion
o Coeficiente El método es lineal en el rango
ESta:”'St'Cﬂ de § 45 b de trabajo
R € correlacién r<0.90 El método no es lineal en el
egresion (r) ' rango de trabajo

Nota: El criterio de decision, coeficiente de correlacion (r), sobre la linealidad
en la validacion se ha tomado como menor al descrito en las fuentes
bibliogréaficas,®'con la finalidad de no descartar datos que no cumplan con este
criterio y puedan ser Utiles durante todo el proceso de validacion.

5.2.9.2. Limite de deteccion

La determinacion del LD, se realiz6 a partir de la lectura de blancos matriz,
es decir, muestras de la matriz a validar que no contengan el analito de interés o
lo esté por debajo del LD. La muestra escogida para la deteccién del LD para la
matriz de agua de uso y consumo correspondi6 a agua potable del servicio publico
pasada por un filtro comercial de carb6n activado, muestra tipo 1 descrita en la
seccién 5.2.7. El procedimiento consisti6 en cuantificar 10 réplicas de blancos
matriz bajo condiciones de repetibilidad, el LD se calculé por la multiplicaciéon del
valor de desviacion estandar de blancos de matriz por un valor constante de 3.%2
Dicho resultado se redondeé al maximo posible teniendo en cuenta las cifras
significativas.

5.2.9.3. Limite de cuantificacion

La determinacion del LC se calculé multiplicando la desviacion estandar de
blancos matriz por 10, tal como recomienda la IUPAC. %

5.2.9.4. Veracidad

Se realizd el estudio de veracidad con 10 réplicas de muestras reales
fortificadas con 10 nM Pb*2. Las muestras fortificadas se analizaron y se calcularon
los niveles de recuperacién en términos de porcentaje.®?
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Se uso el programa estadistico Minitab 17 Statistical Software para la prueba
de t de una muestra para una media hipotética del 100% de recuperacion. El
criterio de decision se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Hipétesis y criterio de decision para la verificacion de la veracidad de la
metodologia a través de la recuperacion de la adicion estandar.

No existe diferencia significativa

HIPOTESIS NULA (Ho):. con el 100% de recuperacion

Existe diferencia significativa con

HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hp): |~ 0 = " recuperacion.

Criterio de decision
a=0.05; n-1 grados de Conclusion
libertad

|texp|<ttabla Aceptar Ho: El método es veraz

Rechazar Ho: El método no es

|texp|= ttabla
veraz

El valor t tabla del criterio de decisibn se calcula a partir de tablas
estadisticas, t-Student con un nivel de significancia de 95% y n-1 grados de
libertad (t-Student 0.05; 9)8! y el valor de t experimental (t exp) esta descrito por la
siguiente ecuacion:

|%R—100|xvn

toxp = —————— Ecuacion 9
donde
%R: Media de la recuperaciéon porcentual
s: Desviacion estandar de los datos fortificados
n: Numero de datos de repeticiones de muestras fortificadas

5.2.9.5. Precision

En la evaluacion de la precision se usaron 10 réplicas de blancos matriz
fortificados a 2 niveles de concentracion de Pb*?, especificamente a 10 nM y 100
nM. Para la evaluacion de la precisién se utilizaron condiciones de precision
intermedia ®?(resultados del mismo laboratorio, pero en dias distintos y equipos de
lectura diferentes).

Adicionalmente, se determiné los limites de repetibilidad y reproducibilidad
para las concentraciones de 10 nM y 100 nM de Pb*2,

La verificacion de la precision del método se realiz6 con la aplicacion del
RSD de Horwitz descrito en la seccion 3.4.2, y el criterio de decisién se muestra
en la tabla 12.
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Tabla 12. Hipétesis y criterio de decisién en la estimacion de la precision de la
metodologia a través de la estimacion del RSD.

- La desviacion experimental es

HIPOTESIS NULA (Ho) menor a la desviacion tedrica

- La desviacion experimental es

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H,) mayor a la desviacion tedrica

Criterio de decision Conclusion
RSD Exp < ) .
RSD HORWITZ Metodologia precisa

[SDee 2 Metodologia no precisa
RSDHorwITZ g p

5.2.9.6. Selectividad

La prueba de selectividad o evaluacién de interferentes, consistié en analizar
muestras a la cuales se le agregaron intencionalmente interferencias a
concentraciones especificas (aquellas que se considere probable de encontrar en
muestras reales).®? Se us6é muestras tipo 1, descrita en la seccién 5.2.7, de matriz
de agua para uso y consumo humano sin presencia de analito (blanco matriz) que
se fortificaron con Pb*? a una concentracién de 10 nM.

Se usaron 12 sales inorganicas mostradas a continuacibn como
interferentes:

e Cloruro de potasio (KCI)

e Cloruro de estroncio (SrCl,.6H-0)
e Sulfato ferroso (FeS04.7H20)

e Cloruro férrico (FeCls.6H.0)

e Carbonato de sodio (Na;CO3)

e Bicarbonato de sodio (NaHCO:s)
e Fluoruro de sodio (NaF)

¢ Nitrito de sodio (NaNOy)

¢ Nitrato de sodio (NaNO3)

e Sulfato de sodio (NaSOQ.)

e Cloruro de calcio (CaCl,.2H-0)

e Cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0)

Se siguié el procedimiento para la cuantificacion de Pb*? descrito en la
seccion 5.2.6 con algunos cambios como un volumen de muestra de 230 L y
volumen de interferente de 100 pL para una concentracion final de 2000 mg/L.
Cuando dicha concentracion de interferente alteraba la sefial del sensor, se
disminuyd la concentracion de interferente hasta encontrar la méaxima
concentracion que no alterara la sefial del sensor (1600, 1200, 800 o 400 mg/L,
segun se indique).
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5.2.10. Estimacion de la incertidumbre

El célculo de la incertidumbre asociado a una concentracion de Pb*? no
requiere andlisis quimicos adicionales a los obtenidos durante la validacion.

5.2.10.1. Incertidumbre del analista

Se determiné a partir de los 30 datos previamente obtenidos para la prueba
de normalidad de los datos. El calculo de la incertidumbre se expres6 mediante la
siguiente formula:™

U? analista = S? analista Ecuacién 10
5.2.10.2. Incertidumbre del sesgo

Al igual que en el paso anterior, se usaron los 30 datos previamente
obtenidos para la prueba de normalidad de los datos. La incertidumbre del sesgo
se determiné mediante la siguiente féormula:’

Usesgo = |Xanaiista — valor de referencia | Ecuacién 11
5.2.10.3. Incertidumbre la metodologia

La incertidumbre de la metodologia se determiné a partir de la ecuacién de
cuantificacion de Pb*?, empleando la ecuacién general de propagacion de errores
para el calculo de la incertidumbre:®®

UMetodologl’a2: i:?(;_;)z (Uxi)z Ecuacion 12
donde
Z Funcion dependiente de x
Xi Componentes individuales de la funciébn z, asociados a la
metodologia

5.2.10.4. Combinacién de las incertidumbres parciales

Las incertidumbres parciales obtenidas en los pasos previos se combinaron
en una sola, denominada incertidumbre combinada, a partir de la siguiente
formula:

— 2 2 v 16
Ucombinada - JU metodologia + U analista + U sesgo Ecuacion 13

5.2.10.5. Incertidumbre expandida

La incertidumbre expandida es una expresion global de la incertidumbre
combinada y se calcul6 segun la siguiente formula:

Uexpandida = Ucombinada X 2 Ecuacion 14
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5.3. Resultados experimentales

5.3.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de oro

Las AuNPs se sintetizaron segun 5.2.1 y se caracterizaron mediante
espectroscopia UV-Vis tal como se indica en 5.2.2. Se obtuvo un maximo de
absorbancia a 519 nm correspondiente a su LSPR, tal como se muestra en la
figura 13. Segun bibliografia reportada, esta longitud de onda corresponde a
AuNPs (cubiertas con citrato) con un diametro promedio de 14 nm.**** Para
calculos de la concentracion de los diferentes lotes de AuNPs sintetizadas, se
empleo el coeficiente de absortividad molar reportado para AuNPs de 14 nm,
€450 = 1.76 x 108 Micm™?.42

Espectro de Absorbancia
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Figura 13. Espectro de absorbancia en el rango de 400 a 700 nm de las
nanoparticulas de oro.

5.3.2. Proceso de optimizacion de la metodologia

El estado de agregacion de las AuNPs fue la caracteristica usada para
detectar y cuantificar el analito Pb*2. Se us6 el ratio de intensidades entre dos
longitudes de onda especificas, (A600/A520), que ha mostrado una dependencia
lineal con la concentracion de Pb*? en la muestra.! EI mecanismo de este
fendmeno se puede describir por el aumento del estado de agregacion de las
AuNPs-AM ante la presencia del analito Pb*2,%° que produce un desplazamiento
de la banda LSPR hacia mayores longitudes de onda, tal como ilustra la figura 14.

48



— AUNPs

Absorbancia

AR
—AUNES T P

450 500 S50 B0

Longitud de onda {nm)

Figura 14. Espectro de absorbancia en el rango de 450 a 600 nm del sensor en
ausencia y presencia de Pb?".

La optimizacion fue realizada sobre siete parametros de los protocolos
iniciales de funcionalizacién de las AuNPs-AM y deteccién de Pb*? descritos en
las secciones 5.2.3 y 5.2.5 respectivamente, el proceso de optimizacién se llevé a
cabo en el orden mostrado a continuacion, donde Unicamente el parametro
estudiado fue modificado mientras los demas permanecian invariables, ademas la
modificacion propuesta escogida como optima fue mantenida en los siguientes
pasos de optimizacion.

Optimizacién en la funcionalizacién de AuNPs-AM

e pH de la funcionalizacion de las AuNPs

e pH de la solucién de lavado

e Concentracion del AM durante la funcionalizacion de las AuNPs
Optimizacién en la deteccién de Pb*?

e Concentracién de las AuNPs durante la cuantificacion de Pb*?

e Concentracién de buffer durante la cuantificacion de Pb*2

e Tiempo de reaccion durante la cuantificacién de Pb*?

e pH del ensayo durante la cuantificaciéon de Pb*?

Se realiz6 una primera optimizaciéon en el orden de uM Pb*?, se tomé 3
puntos de concentraciones de 0, 1y 5 uM Pb*?(1.036 mg/L). Las modificaciones
propuestas se muestran en tabla 13.

49



Tabla 13. Variables de optimizacion de la metodologia, para un rango de trabajo

de 0 a5 uM de Pb™2.

Variables de optimizacién Cc;ggig; r;es Modificaciones propuestas
pH de la funcionalizacion pH 1.6 5.2 6.2 7.2
pH de la solucién de lavado pH=7.5 5.8 7.0 7.5
Concentracion de AM en la funcionalizacion 167 pM 83.3uM | 167 uM | 250 pMm
Concentracion de AuNPs en el ensayo 2nM 1nM 2 nM 3nM
Concentracion de buffer 50 mM 10 mM 30mM | 50 mM
Tiempo de reaccion del ensayo 15 minutos 15 min 20 min 30 min
pH del buffer fosfato pH5.8 5.6 5.8 6.0

pH del acido maleico durante la funcionalizacion de las AUNPs

Durante este paso se modifico el pH de la solucion de AM usada en el
protocolo inicial descrito en la seccién 5.2.3 de la funcionalizacién de las AuNPs,
con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 M.

Ratio AGOO/ASOD
IS ]

L

H 5.2 &— pH 6.2

)
£

Concentracién de plomo (uM)

pH 7.2

o

Figura 15. Curvas de calibracion para diferentes valores de pH de acido maleico

durante la funcionalizacion, las barras representan los errores estandar.
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Tabla 14. Pardmetros de optimizacién para diferentes valores de pH de acido
maleico durante la funcionalizacién de las nanoparticulas de oro con &cido maleico.

., o, Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicion de optimizacion L ) i
determinacion (r ) calibrado
pH 5.2 1.000 0.007
pH 6.2 1.000 0.040
pH7.2 0.750 0.003

El valor de pH del acido maleico durante la funcionalizacién de las AuNPs
mostré ser una variable de optimizacion relevante, dado que cambios en este
producen cambios de comportamiento en el sensor, perdida de linealidad y/o
sensibilidad, los resultados estan explicados en detalle en la seccion 6.1.

Para un pH de 6.2 de la solucién de AM 10.0 mM la respuesta del sensor
fue lineal al aumento de concentracién mostrado en la figura 15 y la pendiente de
la curva de calibrado fue la mayor, tal como se muestra en la tabla 14. Por tanto,
este pH fue escogido como el éptimo durante la funcionalizaciéon de las AuNPs.

pH de la solucién de lavado, durante la funcionalizacion de las AuNPs

Durante este paso se modificé el pH del agua UP del protocolo inicial
descrito en la seccion 5.2.3 empleada durante el proceso de centrifugacion y
lavado de las AuNPs afadiendo HCI 0.1 M al agua UP.

g ™ i
g g /
o 1

4 L

Concentracion de plomo (M)

&—pH 5.8 #— pH 6.8

Figura 16. Curvas de calibracion para diferentes valores de pH de la solucién de
lavado durante la funcionalizacién de las nanoparticulas de oro, las barras
representan los errores estandar.
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Tabla 15. Parametros de optimizacion para diferentes valores de pH de la solucién
de lavado después de la funcionalizaciéon de las nanoparticulas de oro con &cido
maleico.

L, L, Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicion de optimizacion L, 2 .
determinacion (r %) calibrado
pH5.8 0.920 0.009
pH 6.8 0.996 0.009
pH7.5 1.000 0.021

El valor de pH de la solucién de lavado fue modificado hacia valores
levemente acidos y basicos, esperando eliminar el exceso de AM usado durante
la funcionalizacion de las AuNPs, para las tres condiciones se conserva la
linealidad de la metodologia, por lo tanto la condicion inicial (sin modificacion de
pH de la solucion de lavado) es escogida por no tener que tamponar el agua UP.

Para un pH agua UP de 7.5 la respuesta del sensor fue lineal al aumento de
concentracion mostrado en la figura 16 y la pendiente de la curva de calibrado fue
la mayor de las condiciones de optimizacién, tal como se muestra en la tabla 15.
Por tanto, este pH fue escogido como el éptimo durante la funcionalizacion de las
AuNPs.

Concentracion del AM durante la funcionalizacion de las AuNPs

Durante este paso se modificd la concentracién de la solucion de AM del
protocolo inicial descrito en la seccién 5.2.3 durante la funcionalizacién con las
AuNPs.

Ratio ABOO/ASOD

.
i T .
L__j

] ) i E
& } <}

Concentracién de plomo (pM)

& 533 uM — 16/ UM 290 pM

Figura 17. Curvas de calibracion para diferentes valores de concentracién del
acido maleico durante la funcionalizacion de las nanoparticulas de oro, las barras
representan los errores estandar.
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Ratio AGO0/ASOO0

Tabla 16. Pardmetros de optimizacion para diferentes valores de concentraciones
de acido maleico durante la funcionalizacion de las nanoparticulas de oro con
acido maleico.

L o, Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicion de optimizacion L ) i
determinacion (r ) calibrado
83.3uM 0.927 0.014
167 uM 0.980 0.018
250 uM 0.993 0.012

La concentracion del AM durante la funcionalizacién de las AuNPs fue
modificado hacia valores superiores e inferiores, para las tres condiciones se
conserva la linealidad de la metodologia.

Para una concentracién de AM de 167 puM en la funcionalizacion de las
AuNPs-AM, la respuesta del sensor fue lineal al aumento de concentracion
mostrado en la figura 17 y la pendiente de la curva de calibrado fue la mayor de
las condiciones de optimizacion, tal como se muestra en tabla 16. Por tanto, esta
concentracion fue escogida como la 6ptima durante la funcionalizacién de las
AuNPs.

Concentracion de las AuNPs durante la cuantificacion de Pb*?

Durante este paso se modifico la concentracion de las AuNPs del protocolo
inicial descrito en la seccién 5.2.5 manteniendo fijas las otras variables.

0,950

0,850

[ |

ra

Concentracién de plomo (M)

Figura 18. Curvas de calibracion para diferentes valores de Concentracion de las
nanoparticulas de oro durante la cuantificacién de Pb*?, las barras representan los
errores estandar.
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Ratio A600/A500

Tabla 17. Pardmetros de optimizacion para diferentes valores de concentraciones
de nanoparticulas de oro en la funcionalizacion de las nanoparticulas de oro con

acido maleico.

L, L, Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicion de optimizacion L, 2 .
determinacion (r ) calibrado
1nM 0.542 0.072
2 nM 0.928 0.100
3nM 0.984 0.064

una

La concentracion de las AUNPs durante la cuantificacién de Pb*2 mostro ser
variable de optimizacion relevante, dado que cambios en este producen

cambios de comportamiento en el sensor, perdida de linealidad y/o sensibilidad,
los resultados estan explicados en detalle en la seccién 6.1.

Para una concentracion de AuNPs durante la cuantificacion de Pb*2 de 2 nM,

la respuesta del sensor fue lineal al aumento de concentracibn mostrado en la
figura 18 y la pendiente de la curva de calibrado fue la mayor de las condiciones
de optimizacién en tabla 17. Por tanto, esta concentracién fue escogida como la
optima durante la cuantificacién de Pb*2.

Concentracion de buffer durante la cuantificacion de Pb*?

Durante este paso se modifico la concentracion del buffer de fosfato pH 5.8

del protocolo inicial descrito en la seccién 5.2.5 en la cuantificacion de Pb*2.
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Figura 19. Curvas de calibracion para diferentes valores de la concentracion del
buffer durante la cuantificacion de Pb*?, las barras representan los errores
estandar.
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Ratio AG00/ASDOD

Tabla 18. ParAmetros de optimizacion a diferentes valores de concentracion del
buffer fosfato del ensayo en la cuantificacion de Pb*2,

L, o, Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicion de optimizacion L, 2 .
determinacion (r ) calibrado
10 mM 0.974 0.008
30mM 0.997 0.046
50 mM 0.627 0.044

La concentracién de buffer durante la cuantificacién de Pb*? mostro ser una
variable de optimizacién relevante, dado que cambios en este producen cambios
de comportamiento en el sensor, perdida de linealidad y/o sensibilidad, los
resultados estan explicados en detalle en la seccién 6.1.

Para una concentracion de buffer fosfato pH 5.8 durante la cuantificacion de
Pb*2 de 30 mM, la respuesta del sensor fue lineal al aumento de concentracién
mostrado en la figura 19 y la pendiente de la curva de calibrado fue la mayor de
las condiciones de optimizacién en la tabla 18. Por tanto, esta concentracion fue
escogida como la éptima durante la cuantificacion de Pb*2.

Tiempo de reaccion para lalectura del ensayo durante la cuantificacion
de Pb*?

Durante este paso se modifico el tiempo de reaccion del protocolo inicial
descrito en la secciéon 5.2.5 en la cuantificacion de Pb*2. Estos ensayos se
realizaron monitoreando las mismas muestras a los diferentes tiempos de reaccion.

FyPe

0,950

i i ] ] tl L
i 1 & ] b ¥

Concentracidn de plomo (uh)

&— 15 minutos 8 20 minutos W0 minutos

Figura 20. Curvas de calibracién para diferentes valores de tiempo de espera de
estabilizacién para la lectura del ensayo durante la cuantificacion de Pb*?, las
barras representan los errores estandar.
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Ratio AG00/ASOOD

Tabla 19. Parametros de optimizacion a diferentes tiempos de lectura durante el
ensayo en la cuantificacion de Pb*2.

Condicion de optimizacion

Coeficiente de

Pendiente de curva de

determinacién (r ) calibrado
15 min 0.954 0.114
20 min 0.966 0.108
30 min 0.990 0.104

El tiempo de reaccion para la lectura del ensayo durante la cuantificacion de
Pb*2 fue modificado hacia valores superiores, evaluando la estabilidad del tiempo
de reaccion después del contacto del sensor con Pb*?, para las tres condiciones
se conserva la linealidad de la metodologia.

Para 15 min de tiempo de reaccion, la respuesta del sensor fue lineal al
aumento de concentracion mostrado en figura 20 y la pendiente de la curva de
calibrado fue la mayor de las condiciones de optimizacion en la tabla 19. Por tanto,

este tiempo fue escogido como la éptima durante la cuantificacion de Pb*2.

pH del buffer fosfato durante la cuantificaciéon de Pb*?

Durante este paso se modificé el pH del buffer de fosfato del protocolo inicial
descrito en la seccién 5.2.5 en la cuantificacién de Pb*2 y se monitore6 el valor de

pH final de la mezcla.
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Figura 21. Curvas de calibracion para diferentes valores de pH del buffer fosfato

durante la cuantificacion de Pb*?, las barras representan los errores estandar.
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Tabla 20. Pardmetros de optimizacion a diferentes valores de pH de buffer fosfato
durante el ensayo en la cuantificacion de Pb*?.

L, o, Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicion de optimizacion L, 2 .
determinacion (r ) calibrado
pH 5.6 0.999 0.091
pH5.8 0.982 0.091
pH 6.0 0.999 0.095

Tabla 21. Valores de pH finales para las muestras de lectura a diferentes valores
de pH de buffer fosfato durante el ensayo en la cuantificacion de Pb*?.

pH de la muestra de
Condicion de optimizacion lectura (muestra +
reactivos)
pH 5.6 5.92
pH 5.8 6.04
pH 6.0 6.12

El valor de pH del buffer fosfato durante la cuantificacion de Pb*? fue
modificado hacia valores superiores e inferiores, para las tres condiciones se
conserva la linealidad de la metodologia.

Para un pH 6.0 del buffer fosfato, la respuesta del sensor fue lineal al
aumento de concentracion mostrada en la figura 21 y la pendiente de la curva de
calibrado fue la mayor de las condiciones de optimizacion en tabla 20. Por tanto,
este pH fue escogido como el oéptimo durante la cuantificacion de Pb*2
Adicionalmente la tabla 21 muestra los valores de pH finales obtenidos sobre la
totalidad de la muestra después de la en la cuantificacion de Pb*2.

La tabla 22 muestra las condiciones Optimas obtenidas para un rango de
trabajo de 0 a 5 uM de Pb™.
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Tabla 22. Variables de optimizacion finales para un rango de trabajo de 0 a 5 uM
Pb*2,

Variables de optimizacion Iniciales co:ﬁi::zses
pH de la funcionalizacion pH 1.6 6.2
pH de la solucion de lavado pH 7.5 7.5
Concentracion de AM en la funcionalizacion 167 uM 167 pM
Concentracion de AuNPs en el ensayo 2nM 2nM
Concentracion de buffer 50 mM 30 mM
Tiempo de reaccion del ensayo 15 minutos 15 min
pH del buffer fosfato pH 5.8 5.8

Debido a que el rango esperado de concentraciones de Pb?" en muestras
de agua para uso y consumo humano son del orden de pg/mL,*%? la metodologia
fue optimizada para alcanzar estos niveles de concentracion en la validacién, con
niveles de precision aceptables. Por ello, se realizé una optimizacion en el orden
de concentracién de nM Pb*2, se tomé 3 puntos de concentracion de 0, 20 y 100
nM Pb*2.Experimentalmente no se observé diferencia significativa en las
diferentes condiciones de optimizacion a este nivel de concentracién, a excepcion
de la concentracion del buffer, tal como se describe a continuacién. La tabla 23
muestra las modificaciones evaluadas para este factor.

Tabla 23. Variables de optimizacion, para un rango de trabajo de 0 a 100 nM Pb*?,

Variables de optimizacion Iniciales Modificaciones propuestas

Concentracion de buffer 30 mM 10 mM 14 mM 20 mM

Concentracion del buffer para un rango de trabajo de 0 a 100 nM Pb*2,

La concentracion del buffer fosfato pH 5.8 del ensayo mostrado en la tabla
22, fue modificada para el rango de trabajo rango de trabajo de 0 a 100 nM Pb*2,
Se encontré que la disminucion de la concentracion del buffer del ensayo aumenta
la estabilidad de las AuNPs y sensibilidad a bajas concentraciones.
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Ratio A600/A500
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Figura 22. Curvas de calibracién para diferentes valores de concentracion del
buffer del ensayo durante la cuantificacion de Pb*?, las barras representan los
errores estandar.

Tabla 24. Parametros de optimizacién a diferentes valores de concentracion del
buffer fosfato en la cuantificacion de Pb*?, para un rango de trabajo de 0 a 100 nM
Pb*2.

B o Coeficiente de Pendiente de curva de
Condicién de optimizacion M % |
determinacioén (r°) calibrado
10 mM 0.819 0.008
14 mM 1.000 0.098
20 mM 0.773 0.047

Para una concentracion del buffer del ensayo durante la cuantificacién de
Pb*2 de 4.67 mM, la respuesta del sensor fue lineal al aumento de concentracién
mostrado en la figura 22 y la pendiente de la curva de calibrado fue la mayor de
las condiciones de optimizacién en la tabla 24. Por tanto, esta concentracion fue
escogida como la éptima durante la cuantificacion de Pb*2.

5.3.3. Requisitos estadisticos de la validacion
5.3.3.1. Normalidad de datos

En este trabajo se tomaron 30 datos de concentracion mostrados en la tabla
25 de una misma muestra control de 20 nM de Pb*2. En la figura 23 se muestran
los resultados de la prueba de Anderson-Darling y la figura 24 muestra el
histograma de distribucion de datos, donde la linea roja corresponde a la
distribucion normal para los datos. La prueba de Anderson-Darling arrojé un p-
value = 0.949, mayor que el nivel de significancia (alfa = 0.05). Entonces, se puede
concluir que la distribucion de los datos es normal y los datos son paramétricos.
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Tabla 25. Datos para evaluar normalidad de los resultados y la estadistica
descriptiva. Las columnas Al, A2 y A3 denotan los grupos de datos de muestras
control de Pb*? en diferentes dias de analisis.

N° de Plomo (nM)

Ensayos Al A2 A3
1 20.07 20.15 20.01
2 20.02 19.41 19.87
3 20.28 19.99 20.43
4 19.41 19.77 19.52
5 20.07 19.59 19.80
6 20.19 20.10 19.95
7 19.86 19.93 19.65
8 19.86 20.15 19.66
9 20.27 19.71 19.79
10 19.62 19.90 20.15

Promedio 19.96 19.87 19.88

Destv. Std 0.283 0.249 0.266

Prom. General 19.91

Grafica de probabilidad de Plomo (nM)
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Figura 23. Resultados de la prueba de Anderson-Darling. Los ejes x e y
representan la distribucién para los datos de concentracién de Pb*?y el porcentaje
de distribucién acumulado de la probabilidad normal, respectivamente. La linea
central de referencia denota la linea de normalidad de los datos.
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Histograma de Plomo (nM)
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Figura 24. Histograma de los datos de las concentraciones de Pb*?, donde la linea
roja representa la distribucion normal.

Prueba de puntos atipicos

Se calcul6 el estadistico de Z-score a partir de los 30 datos usados en la
evaluacién de la normalidad de los datos. La tabla 26 muestra los valores de Z-
score calculados sobre los datos de partida.

Los resultados son considerados satisfactorios, excepto el dato N° 23 que
entra en el rango cuestionable. En general, un dato calificado como cuestionable
es aceptado en la prueba de datos atipicos.
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Tabla 26. Datos para la evaluacién de los datos atipicos y determinacion del valor

de Z-score.
N° de Concentracioén Valor
Ensayos | de Pb™(nM) | (Zscore) Resultado
1 20.07 0.65 Satisfactorio
2 20.02 0.48 Satisfactorio
3 20.28 1.46 Satisfactorio
4 19.41 1.88 Satisfactorio
5 20.07 0.67 Satisfactorio
6 20.19 1.13 Satisfactorio
7 19.86 0.16 Satisfactorio
8 19.86 0.14 Satisfactorio
9 20.27 1.42 Satisfactorio
10 19.62 1.08 Satisfactorio
11 20.15 0.97 Satisfactorio
12 19.41 1.88 Satisfactorio
13 19.99 0.35 Satisfactorio
14 19.77 0.48 Satisfactorio
15 19.59 1.17 Satisfactorio
16 20.10 0.79 Satisfactorio
17 19.93 0.13 Satisfactorio
18 20.15 0.98 Satisfactorio
19 19.71 0.72 Satisfactorio
20 19.90 0.01 Satisfactorio
21 20.01 0.44 Satisfactorio
22 19.87 0.11 Satisfactorio
23 20.43 2.03 Cuestionable
24 19.52 1.43 Satisfactorio
25 19.80 0.38 Satisfactorio
26 19.95 0.19 Satisfactorio
27 19.65 0.93 Satisfactorio
28 19.66 0.91 Satisfactorio
29 19.79 0.43 Satisfactorio
30 20.15 0.97 Satisfactorio
5.3.3.2. Homogeneidad de varianza

Esta prueba estadistica Bartlett,

se toma como

requisito para la

determinacion de la veracidad. La prueba es especifica para datos con distribucién

normal.
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Prueba de igualdad de vananzas: Flomo (nM) vs. Grupos

Prscha de Barthett
Valorp $533
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Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv Est.

Figura 25. Prueba de Bartlett, grafica de la distribucion de las varianzas de los tres
grupos, donde se muestra los limites de confianza de Bonferroni. Los puntos
azules corresponden a las desviaciones estandar de los grupos.

Los resultados de la prueba de Bartlett aplicada a los 30 datos previamente
descritos se muestran en la figura 25. Se obtuvo un p-value = 0.933, que es mayor
gue el nivel de significancia (0.05). Por tanto, podemos concluir que los grupos de
datos obtenidos en dias diferentes tienen similar precision.

5.3.3.3. lgualdad de medias

Esta prueba estadistica se toma como requisito para la determinacion de la
veracidad.

En la figura 26 se muestran las distribuciones de concentracién de Pb*2 entre
los 3 grupos y se comparan las medias. Se efectu6 la prueba ANOVA de un solo
factor, en este caso el factor que podia provocar la variacién corresponde a los
diferentes dias de lecturas entre los grupos. Se obtuvo un p-value = 0.696, mayor
gue el nivel de significancia (0.05). Por tanto, podemos concluir que los analistas
tienen promedios similares.
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Grafica de valores individuales de Flomo (nM) vs. Grupos
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Figura 26. Graficos de distribucion de datos concentracién de Pb*?, Arriba:
Grafica de distribucion de los valores individuales de concentracion de Pb*? en
los 3 grupos. Abajo: Grafica de cajas y distribucién de las medias entre los
grupos.

La distribucién normal de los residuales se comprob6 a través de una prueba
de normalidad Anderson Darling, tal como se muestra en la figura 27 un p-value
de 0.745. Asi, se confirmé que la distribucién de residuales es aleatoria y normal.
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Grafica de probabilidad de Residuales
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Figura 27. Prueba de Anderson Darling para los residuales. Arriba: Grafica de
probabilidad de distribucién de los residuales, donde la linea central de referencia
representa la linea de normalidad de los datos. Abajo: Grafica de histograma de
la distribucion de residuales, donde la linea roja representa la distribucién normal.

5.3.4. Parametros de validacion y tratamiento estadistico

5.3.4.1. Linealidad

Se obtuvieron 3 curvas de calibrado, cada una compuesta de un blanco y 6
patrones de calibrado, descritas en la seccion 5.2.9.1. Los datos obtenidos se
muestran en la tabla 27 con sus respectivos estadisticos descriptivos y los
estimadores de linealidad en la tabla 28.
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Tabla 27. Absorbancias y ratio de A520/A600 de las 3 curvas de calibrado con

su estadistica descriptiva.

Concentracion Desviacion
2 Abs 520 Abs 600 A600/A520| Promedio ,
de Pb™ (nM) estandar

0.3223 0.0633 0.20

Blanco 0.2975 0.0711 0.24 0.22 0.02
0.3356 0.0744 0.22
0.3105 0.0955 0.31

10 0.2977 0.0890 0.30 0.30 0.01
0.3165 0.0935 0.30
0.2750 0.0980 0.36

20 0.2820 0.0990 0.35 0.36 0.01
0.2785 0.1035 0.37
0.2979 0.1333 0.45

40 0.2977 0.1402 0.47 0.47 0.02
0.2939 0.1430 0.49
0.3004 0.1692 0.56

60 0.3001 0.1647 0.55 0.57 0.03
0.2844 0.1735 0.61
0.2959 0.2004 0.68

80 0.2852 0.1977 0.69 0.68 0.01
0.2738 0.1840 0.67
0.2452 0.2040 0.83

100 0.2534 0.2142 0.85 0.83 0.01
0.2663 0.2191 0.82

Tabla 28. Coeficiente de determinacion de las 3 curvas de calibrado.

. Coeficiente de
Curva Pendiente | Intersecto 5
determinacion (r °)
1 0.0059 0.2206 0.9913
2 0.0059 0.2327 0.9926
3 0.0058 0.2413 0.9918
Promedio 0.0059 0.2315 0.9919

A partir de los datos obtenidos en la tabla 28 se obtuvo valores de coeficiente
de determinacién (r?) superiores a 0.99, valor propuesto en la literatura,5!
demostrando la linealidad de la metodologia en el rango de trabajo. Se evalud la
curva resultante de promediar las 3 curvas de calibrado y se estimaron las
desviaciones estandar para cada concentracién de Pb*?, tal como se muestra en
la figura 28.
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Figura 28. Curva de calibracion de Pb*?, Arriba: curva de calibracion promedio a
partir de las medias de las 3 curvas de calibrado, donde las barras rojas
representan la desviacion estandar. Abajo: Espectros de absorbancia en el rango
de 500 a 625 nm de los puntos de concentracion de Pb*? de la curva de calibracion.

5.3.4.2. Limite de deteccion (LD)

Se analizaron 10 réplicas de blancos matriz, escogida para este ensayo
segun la seccion 5.2.9.2, empleando la metodologia propuesta en las secciones
iError! No se encuentra el origen de la referencia. y 5.2.6. Los resultados son
mostrados en la tabla 29.
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Tabla 29. Datos de blancos matriz para determinacion de limites de deteccion y
cuantificacion.

Bl Concentracién
ancos | ge pp*2 (nm)
Bk-1 0.013
Bk-2 0.625
Bk-3 0.092
Bk-4 0.426
Bk-5 0.078
Bk-6 0.089
Bk-7 0.379
Bk-8 0.090
Bk-9 0.484
Bk-10 0.531

Desviacion
. 0.229
estandar

LD = 3*s 0.688

LD Plomo 0.70 | nM

El limite de deteccion se calculé segun la seccion 5.2.9.2 y se redondeo6 a
un valor superior tomando en cuenta las cifras significativas, es decir LD 0.70 nM.

5.3.4.3. Limite de cuantificacion (LC)

El limite de cuantificaciébn se obtiene a través de la multiplicacion de la
desviacion estandar de blancos obtenida en la tabla 29 por una constante
numeérica de 10 descrita en la seccion 5.2.9.3.

LC Plomo 2.30 | nM |

Ademas, se prepararon blancos matriz fortificado con la concentracion
experimental del LC calculado, valor que se comprobé a través del andlisis de 3
réplicas mostradas en la tabla 30, donde el promedio de las réplicas es cercano al
LC.

Tabla 30. Datos de blancos matriz fortificados para la verificacion del limite de
cuantificacion.

Blanco matriz| Concentracion
fortificado de Pb*? (nM)

Bk-F1 2.29
Bk-F2 2.67
Bk-F3 212
Promedio 2.36

5.3.4.4. Veracidad

La veracidad del método se determiné en términos de recuperacion, es decir,
por adicién de una alicuota del estandar de Pb*? de 10 nM a una muestra de agua
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para uso y consumo humano de concentracién previamente cuantificada, para
verificar si el porcentaje de recuperacion obtenido es aceptable. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 31.

Tabla 31. Datos de muestras fortificadas y porcentajes de recuperacion de la
adicion estandar con la estadistica descriptiva.

Concentracion Inicial| - oo ntracion Concentracion Porcentaje de
No de muestra matriz ] i
(M) Obtenida (nM) recuperada (nM) Recuperacion (%)

1 6.51 17.49 10.98 109.7

2 6.75 16.98 10.23 102.3

3 6.75 16.84 10.09 100.9

4 6.82 16.85 10.03 100.3

5 6.14 15.89 9.75 97.5

6 6.21 15.65 9.45 94.5

7 6.60 16.39 9.79 97.9

8 6.78 16.84 10.05 100.5

9 6.62 17.32 10.70 107.0

10 6.44 16.42 9.98 99.8
Promedio 101.0
DeS\{laC|on 448

estandar

Los valores de recuperacion de concentracion de Pb*? obtenidos en la tabla
31 representan la correcta cuantificacion de fortificaciones sobre muestras. La
tabla 32 muestra el resultado de la prueba estadistica del t-Student de una muestra
para el promedio de porcentaje de recuperaciones de Pb*?, donde se obtuvo un
valor de t = 0.73 para los datos de la tabla 31.

Tabla 32. Estimacion de t-Student 1 muestra experimental, sobre el promedio de
los porcentajes de recuperacion.

. N° de . DesviaciénError estandar Intervalos al
Variable replicas g estandar de la media 95% texp P
Recuperacion 10 101.04 4.48 1.42 (97.83,104.24) 0.73 0.483

La veracidad se evalu6 siguiendo el procedimiento descrito en la seccion
5.2.9.5. Se obtuvo que el t-tabla (9, 0.05) = 1.83 y t-exp=0.73. Como t-exp>t-tabla,
entonces podemos concluir que la media de la recuperacién es semejante al 100%.
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Figura 29. Gréfico de cajas de la recuperacion por el método de adicién estandar,
donde la barra azul representa el intervalo de confianza a 95% de confiabilidad.

En la figura 29, podemos observar que el valor de hipotético de recuperacion,
100 % (Ho,) se encuentra dentro del intervalo de confianza (intervalo azul) y
ademas es cercano al promedio de recuperaciones (X).

5.3.4.5. Precision

Se siguio el procedimiento descrito en la seccion 5.2.9.5 basado en el RSD
Horwitz a 2 niveles de concentracién (10 y 100 nM, menor y mayor valor de
concentracion en la curva de calibrado de Pb*?).

La tabla 33 muestra las concentraciones de Pb*? obtenidas a ambos niveles.

Tabla 33. Datos de concentracion de Pb*? a nivel bajo y alto para determinar la
precision.

Concentracién de Pb *
Nivel bajo | Nivel alto
10nM 100nM
9.46 98.1
10.2 100
9.78 100
9.73 99.4
10.3 102
10.6 943
10.4 102
9.27 97.0
10.0 91.1
9.40 97.0
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Tabla 34. Estimacion de limites de repetibilidad y reproducibilidad para el nivel
bajo y alto de concentracion de Pb*2.

Nivel bajo Nivel alto
10nM 100nM
Limite r 0.70 5.25
Limite R 16.0 159

Tabla 35. Estimacion del RSD experimental y Horwitz para la precision de la
metodologia.

% RSD % RSD
ANALITO )
Experiment.| Horwitz
Nivel bajo 4,52 32.0
Plomo
Nivel alto 3.43 22.7

La tabla 34 muestra los limites maximos de desviacion de concentraciéon de
Pb*? aceptada en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, que representan
las tolerancias aceptadas dentro de la metodologia de validacion para los niveles
de concentracion de Pb*2,

Adicionalmente, la comparacion entre el RSD teérico o RSD de Horwitz y el
RSD experimental, mostrada en la tabla 35 indica que la desviacion experimental
es menor a la desviacion maxima esperada dentro de la metodologia, por lo tanto,
la precisién del método aceptable para los niveles de concentracién estudiados.

5.3.4.6. Selectividad

El estudio de selectividad o estimacion de interferentes se realizé sobre una
muestra de 10 nM de Pb*2. Se determiné la maxima concentracion de interferentes
gue no alterara la cuantificacion de Pb*2. Los interferentes empleados se muestran
en la tabla 36.
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Tabla 36. Lista de iones interferentes estudiados y los valores de LMP para la
matriz de agua para uso y consumo seguin MINSA &

Limite maximo Unidades
lon Interferente permisible
MINSA )
Cloruro cl 250 mg/L
Potasio K* - -
Estroncio sr? - -
Hierro Fe' 0,3@ mg/L
Sulfato S042 2502 mg/L
Carbonato co3? 3 -
Sodio Na*' 200@ mg/L
Fluoruro F 1 mg/L
3,00 Exposicidncorta
Nitrito NO2 mg/L
0,20 Exposiciénlarga
Nitrato NO3" 50 ma/L
Calcio ca'?® 120 mg/L
Magnesio Mg'? 50 mg/L

(1) Extraido de DS N° 031-2010-SA.

(2) Valores establecidos solo en calidad organoléptica

(3) Expresado como dureza

Como criterio de aceptacion para estimar las concentraciones maximas de
interferentes que no alteraran la respuesta del sensor, se usé el limite r para el

nivel de concentracién de 10 nM de Pb*? es 0.70 nM, segun la tabla 34.

La tabla 37 muestra que las méaximas concentraciones de interferentes
permitidas por la metodologia, sin ocasionar un error significativo, son superiores
a los LMP descritos por el MINSA para la matriz de agua para uso y consumo

humano.
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Tabla 37. Estudio de interferencias.

Concentracion

Concentracién

Concentracién

o maéaxima maxima
Fuente de interferencia c:)jr? Prl;sei\(zigl\ge permitida de la | lon interferente permitida por
in'fe Herencia sal interferente cada ion
mg/L interferente mg/L
. crt 380
Cloruro de potasio (KCI) 10.68 800
K*! 420
Cloruro de estroncio 0.37 0.0 cr? 8.94
(STC|26H20) ' ' Sr+2 22.1
Fe*? 0.735
Sulfato ferroso (FeS0,4.7H,0) 9.62 2.00 >
SO, 1.26
: Fe™ 0.689
Cloruro férrico (FeClz.6H,0) 10.00 2.00 4
Cl 0.437
. CO5* 906
Carbonato de sodio (Na,CO3) 9.88 1600
Na't 347
Bicarbonato de sodio 05 b HCO;™* 871
(NaHCO3) ' Na'! 328
_ F' 181
Fluoruro de sodio (NaF) 10.38 400 .
Na* 219
i, : NO,™* 533
Nitrito de sodio (NaNO,) 9.85 800
Na'! 267
. : NO;™ 875
Nitrato de sodio (NaNO3) 9.36 1200
Na'! 325
: S0,? 1291
Sulfato de sodio (NaSOg) 9.66 1600
Na‘* 309
Cloruro de calcio o - crt 511
(Caclz. 2H20) . Ca+2 578
Cloruro de magnesio Sl 447
10.52 1200
(MgCl,.6H,0) Mg*? 306

5.3.5.

Estimacioén de la incertidumbre

Para la estimacion de la incertidumbre se tom6é como datos los valores
obtenidos en la determinacién de la normalidad de datos en la tabla 25.

Debido a que este trabajo fue realizado por un solo analista, los calculos de
incertidumbre de analista, sesgo y metodologia, fueron realizados sobre los datos
anicos del analista. Cuando el método sea desarrollado por diferentes analistas,
se deberéa determinar sus propios valores de incertidumbre.

Nota: Para expresar la incertidumbre de los pasos metodoldgicos parciales,
€cOmMO U sesgo, U analista 0 U metodologia, NO S€ Usa las unidades del analito, sino que se
considera adimensional. Solo a la incertidumbre total se le asigna las mismas

unidades que el resultado del cual va acompafiado.
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5.3.5.1. Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Las fuentes de incertidumbre fueron tomadas como provenientes del trabajo
del analista, del sesgo sobre un valor de referencia establecido y de los pasos
metodolégicos que afectan directamente a los resultados. La incertidumbre se
combina en una Unica incertidumbre segun la siguiente ecuacion:

Ucombinada = \/Uzmetodologia + Uzanalista + Uzsesgo Ecuacion 15

5.3.5.2. Incertidumbre del analista

Para la determinacion de la incertidumbre de los analistas se tom6 como
referencia las desviaciones estandar de la tabla 25. La incertidumbre de analista
se muestra en la tabla 38, valor numéricamente igual al promedio de las
desviaciones estandar para cada analista.

Tabla 38. Estimacién de la incertidumbre del analista a partir de las desviaciones
estandar.

) Desviacion ; " 5
Secuencia estandar Promedio | U analista | U° analista
1 0.283
2 0.249 0.28 0.28 0.08
3 0.266

5.3.5.3. Incertidumbre del sesgo

La incertidumbre del sesgo, se determind para cada analista al comparar el
promedio respecto del valor de referencia, provenientes de muestra control. Los
valores se obtuvieron de la tabla 25, el calculo de la incertidumbre de sesgo se
muestra en la tabla 39.

Tabla 39. Estimacioén de la incertidumbre de sesgo a partir del valor de referencia
de Pb*2,

. Concentracion . Valor de
Secuencia Promedio ] U sesgo | U? sesgo
de plomo (nM) referencia
1 19.96
19.87 19.91 20.00 0.09 0.008
3 19.88
5.3.5.4. Incertidumbre de la metodologia

Para la estimacion de incertidumbre se tom6 como ejemplo la concentracion
de 100 nM de Pb*? en muestra. Esta incertidumbre se determin6 a partir de la
ecuacion de cuantificacion de Pb*? de la férmula siguiente:
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Cyuyestra = C x Fd, Ecuacion 16
donde
Cmuesra:  Concentracion de Pb*? en la muestra [nM]
C: Concentracion de Pb*2 en el volumen de lectura [nM]

Fd: Factor de dilucién, razén entre el volumen total de lectura y el
volumen de alicuota de la muestra.

La incertidumbre para la metodologia se determind mediante la
correspondiente ecuacién de propagacion de incertidumbres de la ecuacion 16,
desarrollada por las derivadas parciales, obteniendo la ecuacion 18, en la que se
expresa la incertidumbre de la metodologia como una funcion dependiente de las
incertidumbres de concentracion (Uc) e incertidumbre del factor de dilucion (Ugq).
Por lo tanto, antes se debe estimar estas incertidumbres por separado.

2 2
Unper” = (w x UC) + (%x Upd) Ecuacion 17
Unet” = (Fd x Ug )* + (C x Upa)® Ecuacion 18

Incertidumbre del factor de dilucion

El pardmetro Fd describe una relacion entre el volumen total de lectura y el
volumen de muestra, representado en la siguiente ecuacion:
Vi

Fd = —=*~ Ecuacién 19
Val

donde a su vez el volumen total esta dado por su propia ecuacion:

Vt = Vaunp-am + Veur + Vizo + Vay Ecuacién 20
donde
Vai: Volumen de alicuota de muestra (250 ulL)
Vit Volumen total de lectura de muestra (1000 uL)

V aunps-am: Volumen de las nanoparticulas funcionalizadas (600 L)
V Buf: Volumen del buffer 0.2 M pH 5.8 (70 uL)
V H20: Volumen de agua UP (80 pL)

La incertidumbre del factor de dilucion se determin6 mediante la
correspondiente ecuacion de propagacion de incertidumbres de la ecuacion 19 y
20, desarrollada por las derivadas parciales, obteniendo la ecuacién 22.

FYa4R) ? a L 2
Up 2 = | —2AL x U, + Yal vy Ecuacion 21
Fd 3V ar N v, Ve
U2 = (2 xu, ) Leu,) Ecuacion 22
g’ = (m X VAI) n ( X Vt) cuacion

Para resolver la ecuaciéon 21 se necesita estimar la incertidumbre del
volumen total (Uvi) que esta dada por la siguiente ecuacion:
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2 _
Uye™ = UVAuNP—AM

24 Uy’ + Uy + Uy, 2 Ecuacion 23

La tabla 40 muestra las incertidumbres parciales de los volimenes
involucrados en la ecuacion 22. Las incertidumbres resueltas del volumen total y
factor de dilucion (ecuaciones 23 y 22 respectivamente), se muestra en la tabla

41.

Tabla 40. Estimacion de las incertidumbres parciales de los pasos metodol6gicos
para la determinacién de la Incertidumbre de la metodologia.

Tolerancia Factor de Incertidumbres
Proceso Volumen )
(ul) cobertura (K) parciales
V AuNP-AM 600 pl 8.00 2.45 3.27
V Buf 70 ul 0.80 2.45 0.33
V H20 80 ul 0.80 2.45 0.33
VAl 250 ul 4.00 2.45 1.63

Tabla 41. Estimacion de las incertidumbres combinadas de los pasos
metodoldgicos para la determinacion de la Incertidumbre de la metodologia.

UVt 13.55
UVt 3.68
U’Fd 0.005
UFd 0.02

Incertidumbre de la concentracion

La incertidumbre de la concentracion es el error asociado con la curva de
calibrado del analito y se estimé en base a los datos de las tres curvas de calibrado
de la tabla 27 mediante la férmula siguiente.®°84

Up = % \/%+ %+ ("r‘l’;;)z Ecuacion 24
donde
Se: Promedio de cuadrados de los residuales de la curva de calibrado
b: Pendiente de la curva de calibrado
m: Numero de repeticiones por cada punto de la curva de calibracién
n: NuUmero de estandares en la curva de calibrado

Xo: Concentracion de la muestra de Pb*?

X: Promedio de las concentraciones de todos los estandares en la
curva de calibrado

S Varianza de las concentraciones de todos los estandares en la
curva de calibrado

Los valores definidos en la ecuacidn de incertidumbre de concentracion
(ecuacion 24) fueron obtenidos de las curvas de calibracién descritas en la de la
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tabla 27 y se muestran en la tabla 42 y la incertidumbre resultante, calculada
segun la ecuacién 24 y se muestra en la tabla 43.

Tabla 42. Valores de los parametros requeridos para la determinacion de la
incertidumbre de la concentracion.

m 3

n 7

X 44.3nM
S 1395 nM?
b 0.006
S, 0.0003
X, 100 nM

Tabla 43. Estimacion de la incertidumbre de la concentracion.

U, 0.05
Uc 0.22

A partir de los valores de incertidumbre de factor de dilucion e incertidumbre
de concentracion (tablas 41 y 43), se calcul6 la incertidumbre de la metodologia
empleando la ecuacién 18, para valores de Fd=4 y C=100 nM, valores usados
para el ejemplo de tomar 250 uL de muestra'y 100 nM de concentracién de Pb*2,
El resultado se muestra en la tabla 44.

Tabla 44. Estimacion de la incertidumbre de la metodologia.

UMetodologia s 5.37
Umetodologia 2.32

5.3.5.5. Combinacién de las Incertidumbres parciales

Luego de resueltas las incertidumbres parciales de todos elementos
anteriores, se determiné la incertidumbre combinada. La tabla 45 muestra los
valores numéricos relevantes para el calculo correspondiente al ejemplo tratado.
Los coeficientes de sensibilidad se refieren a la contribucion de cada factor a la
incertidumbre combinada. Los coeficientes de sensibilidad correspondientes a
Uanaiista, Usesgo Y Uwetodologia S€ asumen iguales a 1.”° La incertidumbre de la
metodologia incluye las incertidumbres de concentracion (Uc) e incertidumbre
del factor de dilucion (Ugq). Para esos casos, los coeficientes de sensibilidad
representan su grado de contribucion a U metodologia Y S€ Obtienen de las derivadas
parciales mostradas en la ecuacion 18.

Una manera facil de interpretar las incertidumbres parciales es la grafica de
Kragten, mostrada en figura 30 en la cual se muestra el valor de incertidumbre
al cuadrado (U?) de la tabla 45. Se observa que el mayor factor de contribucién
de las incertidumbres es la metodologia (98.6%), afectada principalmente por el
factor de diluciéon Fd (84.8%) seguida por la concentracion (13.6%).

77



Tabla 45. Estimacion de las incertidumbres parciales por factores.

Factores Valc{:rfes Incerti.dumbre Coefic.ie.n.te de |Valor de incertidumzbre Contribucion
numeéricos| parcial (U) sensibilidad al cuadrado (U) porcentual
Analistas 0.28 1 0.08 1.4%
Sesgo 0.09 1 0.009 0.2%
Metodologig 2.32 1 5.37 98.4%
Fd 4 0.02 100 4.63 84.8%
C 100 0.22 4 0.74 13.6%
Analistas i
Sesgo |

Metodol ogia |

Fd |

c ]

0,0%  100% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0% 100,0%

Porcentaje de contribucion a la incertidumbre

Figura 30. Diagrama de Kragten de las fuentes de incertidumbre y su contribucién
de la metodologia propuesta. Las barras de Fd y C corresponden a su contribucién
dentro de la metodologia.

Las incertidumbres parciales por si solas no aportan mucha informacion
sobre el resultado final. La incertidumbre combinada, calculada segun la ecuacion
15, se muestra en la tabla 46.

Tabla 46. Estimacion de la incertidumbre combinada para la metodologia
propuesta.

Ucombinada > Plomo 5.45
Ucombinada Plomo 2.34

5.3.5.6. Incertidumbre expandida

La incertidumbre expandida es la que acompafa al resultado final de
concentracion de Pb*2. A partir de los datos obtenidos se expresa la concentracion
de Pb*? asociada a la incertidumbre total. La tabla 47 muestra las incertidumbres
expandidas para el ejemplo inicial de 100 nM de Pb*2, obtenida a partir de la
incertidumbre combinada multiplicada por 2, segun la secciébn 5.2.10.5.
Adicionalmente, se muestran valores de incertidumbres para diferentes
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concentraciones de Pb*? a lo largo del rango de trabajo, obtenidos de manera
analoga. Para valores bajos de concentracion de Pb*? la incertidumbre no decrece
proporcionalmente, debido a que las incertidumbres de sesgo y analista son fijas
y no dependen del valor de la concertacion, solo la incertidumbre de la
metodologia depende del valor de concentracion que la acompania.

Tabla 47. Estimacion de la incertidumbre expandida de las diferentes
concentraciones de Pb*? en la curva de calibrado para la metodologia propuesta.

Incertidumbre
100 + 5nM
80.0 + 39nM
Concentracion obtenida de Pb*? (nM) 60.0 + 3.1nM
40.0 + 24nM
20.0 + 19nM
10.0 + 1.8nM

5.3.6. Informe de validacion

Esta seccion resume la validacion del método colorimétrico basado en
AuNPs funcionalizadas con AM para la determinacion de Pb*? en muestras de
agua para uso y consumo humano a niveles trazas (concentraciones menores a
0.01%).”” El principio de la metodologia se basa en la el desplazamiento hacia el
rojo de la banda de absorcién LSPR en presencia de Pb*2, Para la cuantificacion
del analito, se empleo el criterio de A520/A600, medido con un espectrofotémetro
de UV-Vis.

Alcance

Este método de ensayo abarco la matriz de agua para uso y consumo
humano %8 en el rango de trabajo de 2.30 nM a 100 nM de Pb*? (0.48 pg/L a
20.72 pg/L).

Muestreo

Se emplearon los siguientes pasos para el recojo de muestras de agua para
uso y consumo humano o agua de la red de agua potable.® .

e Se aseguro la rotulacion correcta del envase plastico

¢ Se enjuago el recipiente 3 veces con la fuente de agua a muestrear.
e Se colectaron 100 mL de muestra sin dejar espacios con aire.

e Se cerr6 el envase herméticamente.

Curva de calibracion y célculos

La curva de calibracién se realizé a partir de un estandar sélido, nitrato de
plomo (Pb(NOs),). Se prepard una solucion estandar de una concentracion final de
4.83 uM (1000 mg/L). A partir del cual se realizaron estandares intermedios con
diluciones correspondientes con agua UP.
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La concentracién de Pb*? en la solucién muestra fue calculada por medio de
la recta de calibrado. Se tomé un volumen de muestra de 250 pL, tomando en
cuenta el volumen total del ensayo de 1000 uL, equivalente a una dilucién de
cuatro veces. El volumen tomado como muestra fue usado a 250 pL por la
concentracion de iones inherente a la matriz de estudio (agua para uso y consumo
humano). Este valor de muestra puede tomarse como menor, en caso no se
presente interferencia o alteracion de sefial en el resultado final. La concentracion
final de Pb*2 en la muestra se expresa segun las unidades que se necesite:

Cyuestra = 4% C Ecuacién 25

C =0.8288«C Ecuacion 26

Muestra( llg/L)
Parametros de validacion

Se determind la linealidad con 3 curvas de calibrado estudiadas en el rango
de trabajo de 2.3 nM a 100 nM de Pb*?, en términos de r2 con valores de 0.9913,
0.9926 y 0.9918 (tabla 28); donde todos los valores fueron superiores a 0.99.

Se obtuvieron un LD y un LC altamente sensibles, en el cual el LD es de
0.70 nM (seccion 5.3.4.2) y el LC de 2.3 nM (seccion5.3.4.3).

Se calculd la veracidad de la metodologia en términos de recuperacion sobre
muestras reales de agua para uso y consumo que fueron fortificadas con un
estandar de Pb*2 de 10 nM. Se obtuvo una recuperacion promedio del 101.0%
(tabla 31). Este valor es cercano al 100% de recuperacion y fue contrastado con
la prueba t-Student, por lo que se concluyé que el método es veraz.

La precision fue descrita en términos de RSD de Pb*2 donde se obtuvieron
RSD experimentales de 4.52% y 3.43% para 10 nM y 100 nM respectivamente.
Estos fueron menores que los RSD Horwitz de 32.0% y 22.7% (tabla 35) para 10
nMy 100 nM de Pb*2. Por lo tanto, el método es preciso.

Los limites de variabilidad de Pb*? en condiciones de repetibilidad para las
concentraciones de 10 nM y 100 nM de Pb*? fueron de 0.70 nM y 5.25 nM,
respectivamente; y para condiciones de reproducibilidad fueron de 16 nM y 159
nM, respectivamente (tabla 34).
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6. Discusion de resultados
6.1. Optimizacion del ensayo analitico

El proceso de optimizacién se llevé a cabo escogiendo algunos parametros
gque podrian afectar el ensayo de manera importante. Se propusieron condiciones
superiores e inferiores para dichos parametros (mostrados en las tabla 13 para un
rango de trabajo de 0 a 5 uM de Pb*?y en la tabla 23 para un rango de trabajo de
0 a 100 nM Pb*?) y se evalu6 su impacto en el resultado final mostrado en la
seccion 5.3.2.

Se encontraron 3 parametros relevantes para la metodologia propuesta, en
términos de sensibilidad y linealidad de la respuesta.

e pH del acido maleico durante la funcionalizacion de las AuNPs.

El pH de la solucibn de AM empleada durante la funcionalizacion afecta
fuertemente los resultados obtenidos. Dado que la solucién de AM naturalmente
es bastante 4cida (solucién de AM 10.0 mM tiene pH 1.13), fue necesario modificar
el pH de la solucién. Se obtuvo una respuesta 6ptima empleando un pH a 6.2 para
la solucién de AM. Este pH es cercano al segundo pKa del AM (pKa,=6.33).28° En
contraste, valores por encima o por debajo de dicho pH (5.2 o 7.2), impidieron la
correcta funcionalizacion de las AuNPs con AM. Esto se debe a que el pH modula
la carga y, por tanto, las fuerzas electrostaticas entre AUNPs y moléculas de AM.

¢ Concentracion de AuNPs en el ensayo

Se encontr6 que con una concentracion muy baja de AuNPs, (1 nM) el
sensor se satura a concentraciones bajas de Pb?", mientras que para una
concentracion muy alta de AuNPs (3 nM), el sensor pierde sensibilidad. Una
concentracion intermedia (2 nM) resulté éptima. Esto puede entenderse en base
a la proporcion AuNPs:Pb*2. Cuando la proporcién es muy alta, se impide la
adecuada deteccion de Pb*2, mientras que si la proporcién es muy baja las AUNPs
se saturan y cambian bruscamente su estado de agregacion perdiendo linealidad.

¢ Concentracion del buffer del ensayo.

La fuerza i6nica del medio es una limitante importante en la estabilidad de
las AuNPs y ha sido descrita como interferente importante en varios métodos que
utilizan las AUNPs como base para sensores quimicos’3*44, La estabilidad de las
AuNPs es afectada por los iones del medio, que apantallan la repulsion entre las
AuNPs y favorecen su agregacion.*?

En el ensayo de cuantificacion, para una concentracion muy baja de buffer
(10 mM) se observo pérdida de sensibilidad en la metodologia ya que el medio no
tenia la suficiente fuerza i6nica para disminuir la repulsion interparticula. En
contraste, para una concentracién muy alta de buffer (20 mM), el sensor se satur6
rapidamente debido a una excesiva fuerza iénica del medio. Una concentracion
intermedia (14 mM) resulté 6ptima.
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6.2. Validacion metodolégica

El proceso de validacion fue establecido a través de hipétesis estadisticas
iniciales, criterios de aceptacion y disefios experimentales segun la seccion 5.2.9,
donde se establecieron requisitos de validacion y parametros de validacion
respectivamente. Para todas las pruebas estadisticas, se tomé un nivel de
significancia del 95%. Un p-value mayor a 0.05 indica que las pruebas estadisticas
son significativas y las hipétesis iniciales planteadas son aceptadas.

Tanto los requisitos como los parametros de la validacion fueron necesarios
para desarrollar una metodologia valida y capaz de entregar resultados confiables.
Todos los resultados descritos en las secciones 5.3.3 y 5.3.4 fueron obtenidos de
disefios experimentales a partir de normas internacionales producida por
organizaciones como Eurachem®7 y guias de validacion emitidas por
instituciones oficiales de paises como Chile®! y Brasil.”” Todos los documentos
mencionados estdn basados en la norma internacional ISO/IEC 17025: 2006
“Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayos y
calibracion”.®3

La metodologia optimizada demostro ser lineal en el rango de trabajo (2.3 a
100 nM Pb*?) y alcanzé limites de sensibilidad altamente competitivos al ser
comparado con los LD de diferentes sensores para la cuantificacion de Pb*? como
los mostrados en la tabla 1.

Las interferencias de la metodologia fueron determinadas a partir de la
matriz de la cual procede la validacion y en concentraciones relacionadas a los
valores tomados como LMP. Para la cantidad de alicuota de muestra tomada
durante la validacion fue de 250 uL (volumen total del ensayo de 1000 uL), los
LMP para la matriz de agua para uso y consumo humano (tabla 36) resultaron
adecuados para la metodologia al compararlos con las maximas concentraciones
de interferentes permitidas por la metodologia (tabla 37).
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7.  Conclusiones y recomendaciones

7.1. Conclusiones

e Se sintetizaron las AuNPs con la metodologia Turkevich-Frens, en base
a una reduccién con citrato de sodio dihidratado y se caracterizaron mediante
espectroscopia UV-Vis. La metodologia de sintesis empleada mostr6 buena
reproducibilidad en cuanto a concentracion (segun su coeficiente de absortividad
molar) y tamafio de las AuUNPs de 14 nm de didmetro promedio (estimado segun
su banda LSPR a 519 nm).

e Las variables dentro de la metodologia fueron optimizadas una a la vez,
manteniendo fijas las demas y tomando las variables optimizadas como
predeterminadas para la siguiente variable de optimizacion, el orden escogido
para la optimizacion es segun el orden del andlisis.

e Las variaciones metodolégicas propuestas en la seccién 5.3.2 para el
sensor lograron la optimizaciéon del método colorimétrico en términos de
sensibilidad, al disminuir los LD y LC, y simplificacion de la metodologia, al lograr
eliminar el paso metodolégico de centrifugacion posterior a la funcionalizacion de
las AUNPs-AM.

e La validacion se condujo de manera exitosa al comprobar
experimentalmente los parametros de validacién sobre el protocolo optimizado
descritos en las secciones jError! No se encuentra el origen de lareferencia. y
5.2.6 para la matriz de agua para uso y consumo humano. La metodologia
desarrollada fue lineal en el rango de 2.3 a 100 nM de Pb*?, fue veraz y precisa, y
por ende exacta. Los LD y LC fueron altamente sensibles segun la seccion 5.3.6.
La selectividad de la metodologia se comprobé empleando 12 sales inorganicas
tomadas como fuentes de interferente descritos en la seccion 5.3.4.6.

e Se realiz6 el calculo de la incertidumbre asociada a todos los elementos
relacionados con la metodologia y con el analista a partir de los datos obtenidos
en la validacién mostrados en la seccién 5.3.4. La incertidumbre obtenida para los
niveles de concentracion traza de Pb*2en la metodologia desarrollada determina
la maxima variabilidad posible, que es atribuible a errores aleatorios inherentes en
la cuantificacion de Pb*2.

7.2. Recomendaciones

¢ Se recomienda mantener las variables de optimizaciéon descritas en la
seccidén 5.3.2 como las éptimas obtenidas. En caso de modificarlas, para ampliar
el alcance del método, se necesitara una revalidacion.

e Los factores como pH de la muestra matriz también pueden afectar el
resultado final. Seria recomendable controlar el pH de la muestra para extender la
validacion a otro tipo de matriz en la cual la variabilidad en términos de pH sea
amplia.
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¢ La metodologia descrita como espectrofotometria colorimétrica puede
tener interferentes como la presencia de solidos disueltos en la muestra. Para la
matriz de agua para uso y consumo humano, la concentracion de solidos disueltos
es minima, pero en caso de ser necesario se debe filtrar la muestra con un filtro
de nylon de 0.22 um de diametro de poro.
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