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VALIDACION DEL METODO DE DETERMINACION DE AOX (ESTUDIO

PRELIMINAR)

0.1 Resumen

El objetivo de este estudio es realizar la
validacién del método de determinacion de
compuestos organicos halogenados adsorbibles
(AOX) verificando sus caracteristicas técnicas,
selectividad y especificidad, intervalo de trabajo,
linealidad, sensibilidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacion y exactitud (sesgo e imprecision). Para
ello se ha cogido una serie de soluciones estandar
que contienen cantidades conocidas de analito y
cada solucién se ha analizado por separado a través
de un procedimiento de andlisis con un protocolo
bien definido .

Palabras clave: Validacién, método AOX, compuestos organicos
halogenados.

0.2 Summary.VALIDATION OF THE
AOX DETERMINATION METHOD
(PRELIMINARY STUDY)

The objective of this study is to validate the
method for the determination of adsorbable halogens
compounds (AOX) verifying their characteristics,
specificity and selectivity, work range, linearity,
sensitivity, limit of detection, limit of quantification and
accuracy (bias and precision). To this end, a series
of standard solutions containing known amounts of
analyte has been selected; each solution has been
analysed by separate through an analytical procedure
with a well defined protocol.

Key words: Validation, AOX method, organic halogens
compounds.
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0.3 Résumé

Dans le présent travail on étudie la validation
de la méthodologie pour la detérmination des
composés organohalogenés adsorbibles (AOX) tout
en vérifiant les caractéristiques téchniques; la
selectivité et I'especificité, intervalle du travail, la
linealité, la sensibilité, le limite de detection et de
cuantification et aussi I'exactitude. Pour faire ¢ga, ont
été choisis des solutions standard avec quantités
connues d'analyte et chaque solution a été analisée
individuellement au moyen d'un procédé d’ essai
avec un protocole bien défini.

Mots clé: Validation, methodologie AOX, composés

organohalogenes.

1. INTRODUCCION

La legislacién de la Comunidad Econémica
Europea ha dado muestras de sensibilizacién en
relacién a los Compuestos Organicos Halogenados
Adsorbibles (AOX), debido a las implicaciones
ecolégicas que se derivan del uso de los
hidrocarburos clorados.

En Alemania, se han establecido unos limites
de 0,1 mg/l de AOX permisibles para ser
descargados en los rios y de 0,5 mg/l de AOX para
los vertidos a conductos publicos.

En la Propuesta de Directiva del Consejo de
la CEE relativa al vertido de residuos (23/04/1993)
en lo que hace referencia a la presencia de AOX en
los residuos, los limites se encuentran entre 0,6-3
mg/l para los residuos peligrosos, e inferior a 0,3
mg/l en el caso de los residuos inertes.

Este hecho, junto con el enorme interés que
se ha creado entorno a los temas de implantacion
de sistemas de calidad en los laboratorios de ensayo,
hace que sea necesario realizar la validacion de los
métodos de ensayo que se lievan a cabo en un
laboratorio y concretamente en este estudio se
realizard la validacion del método de determinacién
de AOX.

La validaciéon de un método establece,
mediante estudios sistematicos de laboratorio, que
las caracteristicas técnicas de dicho método cumplen
las especificaciones relativas al uso previsto de los
resultados analiticos?.

En este estudio preliminar, se evaluaran las
siguientes caracteristicas técnicas, selectividad y
especificidad, intervalo de trabajo, linealidad,
sensibilidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacion, exactitud.
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Se debe aclarar que en ningin momento se
evaluara la robustez del método, ya que este tema
se tratara en un estudio posterior.

2. PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en la determinacién de
AOX en muestras de agua acidificada con &cido
nitrico. Mediante la adicién de nitrato sédico a la
muestra y tratamiento del carbén activado tras lafase
de adsorcién con una solucién de nitrato sédico
exento de haluros, los compuestos halogenados
inorganicos son desplazados del carbén'®,

A continuacién, el carbén activado cargado
es quemado con corriente de oxigeno, con lo que
los halégenos de compuestos orgénicos se
convierten en haluros de hidrégeno. Estos son
transportados a la celda de valoracién donde se
cuantificaran por microcoulombimetria®. La sefial
obtenida se debera transfomar en unidades de
concentraciéon mediante la siguiente férmula:

Y™,

donde :

[ ]= Concentracién de AOX presente en la
muestra (g/l).

'Y = Valor obtenido en la determinacién de

AOX en cada una de las muestras, expresado en
mC.

M= Masa molecular del Cl (35,45 g/l).

V= Volumen de muestra (I).

F= Constante de Faraday (96487 C/mol).

D= Factor de Dilucién. En los casos
estudiados D=1 ya que no se realizan diluciones.

3. PROTOCOLO DE VALIDACION

Para realizar la validacién del método de
determinacién de compuestos organicos
halogenados adsorbibles (AOX) en aguas, se
analizan, utilizando como procedimiento analitico el
descrito en la norma DIN 38409-H14/ISO 9562, cinco
concentraciones conocidas de solucién patrén de p-
clorofenol que varian dentro del rango contemplado
por el método (50, 100, 150, 200 y 250 ppb), mé&s un
blanco, realizdndose 5 repeticiones de cada una de
ellas. Los resultados obtenidos han sido los
siguientes:

TABLA 1
Resultados obtenidos en la determinacién de AOX segtin norma DIN 38409-H14/1S0 9562.

Concentracion Respuesta (Y)
ppb (X)

0 5,639 5,821 6,344 6,289 5,125
50 19,611 20,162 19,363 19,522 19,552
100 32,652 32,163 32,839 34,092 32,214
150 47,196 47,907 48,373 46,977 47,872
200 59,816 59,187 59,616 60,961 58,985
250 75,808 74,062 74,211 75,396 73,783

4. SELECTIVIDAD O ESPECIFICIDAD

La selectividad se define como la capacidad
de un método analitico para medir exactamente un
analito en presencia de interferencias que se puede
suponer que estaran presentes en la matriz de la
muestra”.

El método de determinacion de los halégenos
de compuestos organicos adsorbibles en carbén
activo es adecuado para aquellas aguas con un valor
de AOX por encima de 10 ug/l de los halégenos
enlazados organicamente cloro, bromo y
parcialmente yodo (calculado como cloro). El
contenido de carbono organico disuelto debe ser
menor que 10 mg/l y la concentracién de cloro
inorganico menor a 1 g/I¥.

5. INTERVALO DE TRABAJO E
INTERVALO LINEAL

El intervalo de trabajo contemplado por el
método, segun las especificaciones analiticas del
instrumento de medida (Analizador de Haluros y
Sulfuros) se encuentra entre 10-1000 pg/°.

6. LINEALIDAD

Se entiende como linealidad la capacidad de
un método analitico de obtener resultados
lineaimente proporcionales a la concentracién de
analito en la muestra, dentro de un intervalo
determinado?.
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6.1. Recta de Regresion

Una vez obtenidos los resultados, estos se
representan graficamente en el llamado gréfico de
calibracién, donde se representa:

Eje X: Concentraciones de AOX (ppb)
Eje Y: Respuesta del instrumento (mC)

Recta de regresién AOX

©3

1 i i i . —

o 50 100 150 200 250
Concentracion AOX (ppb)

FIGURA 1: Grafico de Calibracién de los

resultados obtenidos.
r= 0,999

Recta de Regresion: "? =0,273x+5,828

En el Anexo 1 se ha realizado el andlisis de
residuos para verificar las hipétesis de normalidad y
homocedasticidad del modelo lineal.

6.2. Errores y limite de confianza®

La recta de regresién calculada
anteriormente estd sujeta a errores aleatorios en los

valores de la pendiente (B;t tSp ) de la ordenada en

el origen ( a+ tS3 ) donde i, s = 2,048 para un

nivel de confianza 1-a=0,95 y (n-2) grados de
libertad.

2+ 1S3="5,828+0,547
b+1S3=0,273+0,0036

De forma similar puede evaluarse la
imprecision de la concentracion determinada a partir
de la recta de regresién mediante la expresion

X+ 28,&( ver anexo 2) para cada valor X, de

concentracién correspondiente a cualquier valor Y,
medido.

A continuacién y a modo de ejemplo se
exponen los resultados obtenidos en los puntos
extremos de la recta (0, 250 ppb) y el punto medio
(125 ppb).

TABLA 2

Evaluacién de la imprecision de la recta de
regresion para un valor X, de la concentracion

+25, (ppb)

Concentracién (X,), ppb

0 16,342
125 16,133
250 16,342

7.  SENSIBILIDAD

La sensibilidad es la diferencia en la
concentracién de analito que corresponde a la
diferencia mds pequefia en la respuesta del método
que puede detectarse”, e indica la capacidad de
respuesta del método analitico a pequefias
variaciones en la concentracién del analito. Se
calcula a partir de la pendiente de la linea de
calibracion, por tanto:

TABLA 3
Sensibilidad * L. de Confianza 95%

Ecuacién Resultado
b+1S3 0,27379+0,003617

8. LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccién es la concentracion
mas baja de analito que puede ser detectada, pero
no necesariamente cuantificada, con razonable
certeza por un procedimiento analitico dado® y
corresponde a una sefial (Y,,,) igual a la sefial media
del blanco ( Y ) més 3 veces la desviacion estandar

del blanco (S,), por tanto:

Yip=Yo+ 3S,
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TABLA 4
Limite de deteccién (C,,)
Ecuacién Resultado (ppb)
38
Cup=—= 9,050

9. LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacibn es la
concentracion minima (C,.) de analito que puede
determinarse con un nivel de aceptable exactitud y
precision® y corresponde a una sefial (Y, ) igualala
sefial media (Y) del blanco mas 10 veces la
desviacion estandar del blanco (S,), por tanto:

YLC =-?b + 1030

10.1. Sesgo

El sesgo es una medida del error
sistematico. Se define como la diferencia entre la
media de repeticiones obtenidas en condiciones de
repetibilidad y el valor de la concentracién conocida?”.

En la Tabla 7 calculamos para cada
concentracién conocida el sesgo y la recuperacion.

10.2. Imprecision

La imprecision es una medida del grado de
concordancia entre los andlisis multiples de una
muestra dada. Se evalia mediante andlisis de
réplicas, andlisis repetidos de un estandar estable o
andlisis de adiciones conocidas sobre las muestras.
Se especifica por la desviacién estandar de los
resultados. En esta valoracion se incluyen los emrores
aleatorios implicados en la toma de muestras, asi
como los errores en la preparacién y andlisis de las
muestras”. La férmula utilizada para el célculo de la
imprecisién es + 25, = Los resultados obtenidos
en este estudio han sido:

TABLAS
Limite de cuantificacion (C.) __TABLAG
Determinacion de la imprecision
Ecuacién Resultado (ppb) )
Concentracién + 2Sxowm)
o 105 Exp.(ppb)®
Le=—¢ 30,167
0,058 - . 3,330
50,456 + 3,069
98,486 + 2,934
152,809 + 2,936
196,814 + 3,058
10. SESGO E IMPRECISION 251,378 + 3,339

Para evaluar la exactitud de un proceso de
medida se utilizan dos parametros el sesgo y la
imprecision.

®Calculado a partir de la ecuacion de la recta.

TABLA7
Determinacion del sesgo y la recuperacion
Concentracion Y (mC) Concentracion Sesgo Recuperacion
Tedrica (ppb) Exp. (ppb) @ (%)

50 19,642 50,456 0,456 100,912
100 32,792 98,486 1,514 98,486
150 47,665 152,809 2,809 101,873
200 59,713 196,814 3,186 98,407
250 74,652 251,378 1,378 100,551

(@ alculado a partir de la ecuacion de la recta

11. DISCUSION

A partir de este estudio se pretende dar una
pauta para realizar los célculos de la validacién del
método de determinacién de compuestos orgéanicos
halogenados adsorbibles (AOX).

Para realizar el andlisis de las muestras de
concentracién conocida se ha procedido segun la
norma DIN 38409-H14/ISO 9562 y se ha utilizado la
guia metédica de ENAC (Guia para la acreditacion
de laboratorios que realizan ensayos quimicos. G-
CSQ-01- Rev1.Abril 94) para definir los parametros
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que caracterizan la validacion de un método de
ensayo.

Para realizar la evaluacién de la exactitud
en la concentracion de una muestra ordinaria, se
deberia repetir el estudio de la imprecisién y el sesgo,
ya que los resultados pueden variar ligeramente
debido a que el instrumento de medida (Analizador
de Haluros y Sulfuros) utiliza su propia férmula para
determinar dichas concentraciones (ecuacion
apartado 2).

Al valor de la concentracién de la muestra®

(calculada segun la ecuacién del apartado 2) (Cm)
se le debe restar el valor de la concentracion obtenida
en el blanco (Cp) (“m” y “b” son el numero de
repeticiones realizadas respectivamente) de forma

Cs= Cm-cb

Para evaluar la imprecision de la medida se
utiliza la expresion de la desviacion estandard:

Ss=tVs,/m+s,/b

En el caso de la evaluacioén de la exactitud
se debe calcular el sesgo y la recuperacién de cada
una de las muestras analizadas.

A modo de ejemplo calcularemos la
imprecisién, sesgo y recuperacion de las muestras
de concentracién conocida utizadas en este estudio.

TABLA S
Determinacion de la incertidumbre y exactitud (sesgo y recuperacion)

Concentracién | Concentracion 12s, Sesgo Recuperacion
Tedrica (ppb) Exp.®(Cs), ppb (%)

50 50,696 +1,929 0,696 101,392

100 99,010 +3,051 0,990 99,010

150 153,654 42,493 3,654 102,436

200 197,920 +3,025 2,080 98,960

250 252,806 13,418 2,806 101,122

®Calculado a partir de la ecuacién del apartado 2.

12. CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado se han obtenido
los siguientes resultados:

-El valor del coeficiente de regresion de la
recta (r=0,999) lo cual nos indica que el método de
analisis es lineal en el rango de concentraciones
estudiado.

-El valor obtenido para el limite de deteccién
del método (9,050 ppb) es el esperado ya que segun
las especificaciones analiticas del instrumento de
medida (Analizador de Haluros y Sulfuros) éste debe
ser aproximadamente 10 ppb.

-La exactitud del método se encuentra dentro
de los limites aceptables expresados en la norma
DIN 38409-H14/I1SO 9562.
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Andglisis de
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9 =a+bx +& donde eN(0,0%)

ANALISIS DE VARIANZA DE LA REGRESION

Grados de Suma de Promedio de F Valor
libertad cuadrados los critico de F
cuadrados
Regresién 1,000 16397,403 16397,403 24037,127 0,000
Residuos 28,000 19,101 0,682
Total 29,000 16416,504
Coeficientes  Errortipico  Estadisticot  Probabilidad

O.en el Origen (a) 5,828 0,267 21,800 0,000
Pendiente (b) 0,274 0,002 155,039 0,000
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ANEXO 2

Ecuacion Resultado

£{(x-7)n 7))

Coef. de Correlacion (r) r= 0,99942
n”
-2 -2
{[;[xi-ﬂ ][;(yi-y) ]}
~ Z{ ‘Xr;)(}'r;) }
b=-
Pendiente (b =2 0,27379
(b) IE(Xa' x)
Ord. en el Origen (a) a=y-bx 5,82784
-— ~ P 2
E(J/i -a- bx.')
Desviacién estandar de la lectura Sy = S 0,82594
n-2
instrumental (Syy)
n-2 grados de libertad
2 1/2
(¥
Desviacién estandar de la ord. en S 'a=Suy —\2 0,26733
\ nylxi-x)
el origen (a)
SS -—--———-S”y
1n”
Desviacién estdndar de la {Z (x3 ’} 0,00177
pendiente (b)
2 12
S, = ﬂ 14+ 1m+M
. .o - a 2 - 2
Desviacion estandar de X, b’y (Xi iy )
]
o 172
o xo(vm) = —X. 1!m»1m+_M
Desviacion estdndar de X, o b 2 -2
b ):{xj -xl f

para m repeticiones
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