DETERMINACION DE PLATA
EN ADITIVOS ALIMENTICIOS
PARA ANIMALES.

DETERMINATION OF SILVER IN
FEED ADDITIVES FOR
ANIMALS.

YY) U n ive rSi d a d Facultad de Ciencias
Q Zaragoza Universidad Zaragoza

Trabajo académicamente dirigido por:
José Maria Mir Marin

Autora: SHEILA SORIANO SANTAFE
Trabajo realizado en el departamento de Quimica Analitica de la

Universidad de Zaragoza, en el laboratorio de Espectrometria Atomica
Curso académico: 2018/2019



A. RESUMEN

En este trabajo se presenta un método espectrométrico para cuantificar plata en
diferentes muestras. Se trabaja con un espectrometro de absorcion atémica por llama. Dicha
técnica se utiliza para determinar el contenido de plata en tres muestras distintas, tras la
determinacion de los parametros instrumentales y analiticos.

Tras la optimizacién de las principales variables que afectan a la digestion, como la
cantidad de muestra, disolventes, temperatura y tiempo de la digestion mediante el disefio
de ensayos; se fijan los parametros analiticos (sensibilidad, el rango lineal, el limite de
deteccion y el limite de cuantificacion).

Se realizé un estudio de los diferentes métodos de disolucidon de las muestras, entre
ellos: HNOs; HNO3/H202, HNO3/HCI y HNOs/HCIO4. Seleccionando el mejor método la
disolucién con HNOs. Para el estudio de la repetibilidad del método analitico se hace un
estudio de recuperacién de la plata.

Para el estudio de la influencia del efecto matriz se realiza la comparacion entre el
método de calibracion normal y la adicion estandar para la cuantificacion de plata en las
muestras. Se concluyé que este método es un procedimiento sencillo y fiable para la
deteccion de plata en diferentes muestras.

B. ABSTRACT

In this work we present a spectrometric method for quantifying silver in different
samples. We work with a flame atomic spectrometer. Such evaluation technic is used in
order to determine the silver content in three different samples, once instrumental and
analytic parameters were determined.

After being optimized the main variables affecting digestion, like the quantity of the
sample, the solvents, the temperature and digestion’s time based on trial design. The
analytic parameters are fixed (sensibility, a linear range, a detection limit and a quantification
limit.

A study was carried out on different methods about sample dilution among them:
HNOs, HNOs/H.0,, HNOs/HCI y HNOs/HCIO.. It was carried out a silver recovery research to
repeatability study of silver recovery.

It has been realized the comparison between the calibration method and the
standard addition for quantifying silver in samples in a way to study the impact of matrix
effect. Finally it has been concluded that this method is a simple and reliable process to
determine silver in different samples.
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1. INTRODUCCION /ANTECEDENTES

e Usos de la plata y formas de Ag

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso y en
aplicaciones tan diversas como joyeria, moneda, fotografia y/o explosivos. De los usos, uno
de los mas importantes, en la actualidad, es su empleo como agente desinfectante con fines
higiénicos y médicos, puesto que la plata tiene una actividad catalitica antibacteriana
(bactericida’), antimicrobiana (biofungicida®) y fungistatico (retarda el crecimiento de hongos
fitopatdgenos).

Por este hecho, se han desarrollado muchos nuevos (nano®)materiales que
contienen nanoparticulas de plata* (AgNPs), entre ellos, materiales de electronica, en la
ropa, en las pinturas, en cosmeéticos, en la agricultura y como complemento en la industria
alimentaria, puesto que evita el crecimiento de microorganismos.

e [ aindustria alimentaria.

Con la implantacion de la plata en la industria alimentaria®, surge el peligro de la
toxicidad®, por lo que tras varias investigaciones en las cuales el empleo del ion Ag* es un
agente toxico se ha sustituido por el uso de AgNPs, debido a su mayor estabilidad, mayor
actividad antimicrobiana y menor toxicidad para las células eucariotas’. Todas estas
propiedades han permitido considerar a estas NPs como alternativa a otros productos
utilizados actualmente en la alimentacion animal®. Las AgNPs se estan considerando un
posible aditivo para la alimentacion animal para reemplazar a los antibiéticos®.

Estas AgNPs en aditivos alimenticios de animales, son digeridas por el sistema
digestivo de los mamiferos, siendo absorbidas por el sistema intestinal y los enterocitos®. El
estudio previo del analisis de los aditivos alimenticios y el posterior a dicha digestion,
serviran para evaluar tanto los riesgos toxicolégicos como la utilidad de estas AQNPs como
antibidticos y su regulacion.

De forma general, las heces de los mamiferos presentan una composicién """ que
se puede agrupar en: materia organica y oligoelementos inorganicos. Dicha materia
organica, consta de: proteina bruta, urea, bases nitrogenadas, aminoacidos y acidos grasos,
fibra, carbohidratos y vitaminas (A,E,etc.). Mientras que los oligoelementos son en su
mayoria minerales, como el Na, Mg, Ca, Zn, Cu, Fe, Cl y P. En este trabajo, debido a la
exposicion oral, las heces también van a contener plata.

e Métodos analiticos para la determinacion de plata’"”.

Los métodos analiticos para la determinacion de la plata se pueden clasificar segun:
e las técnicas clasicas, como son la gravimetria o la volumetria (método
Volhard);
e las técnicas instrumentales:
Espectrometria de absorcion atomica por llama (FAAS).
Espectrometria de absorcion atdomica con atomizacion electrotérmica.
(GFAAS)
Espectrometria de absorcién molecular UV-VIS de ditizona.
Espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRFS).
Espectrometria de masa con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).
Voltamperometria de redisolucion anddica (ASV).

VVVYV VYV
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o Meétodo analitico:

La plata es uno de los elementos mas faciles de determinar por espectroscopia de
absorcion atémica por llama (FAAS); puede ser atomizada con facilidad y practicamente no
tiene interferencias en llama de aire-acetileno, independientemente de la estequiometria de
la llama y de la corriente de la lampara.

La longitud de onda de 328,1 nm es la que tiene la mayor sensibilidad'® (menor
concentraciéon caracteristica) y por tanto, es la linea mas apropiada si la concentracion de
plata es baja.

o Muestras: heces.

En este trabajo se determinara de forma cuantitativa la plata en las heces de
animales, a los cuales les han suministrado dichos aditivos alimenticios, que contienen plata.
Para ello, se van a estudiar distintas formas de disolucion de las muestras liofilizadas para
después realizar la medida por espectroscopia de absorcion atémica por llama (FAAS).

o Meétodos de disolucion.

Las técnicas convencionales de digestiébn por via humeda en vasos abiertos
involucran el calentamiento de las muestras en acido por periodos largos. En la actualidad™,
se esta utilizando como método de digestion por via humeda el acido nitrico que es un acido
oxidante. Aunque dependiendo de los diferentes tipos de productos, se estan utilizando
diferentes tipos de mezclas de acidos, como son: HNO3/H202, HNO3/HCl y HNO3/HCIO4:

e HNO3/H20. (proporcion: 4:1) se esta utilizando para la digestion de muestras
organicas con alto contenido en materia grasas. La presencia del peréxido de
hidrogeno consigue reoxidar a las particulas mas pequefias y en particular a los
defectos o puntas de mayor curvatura, promoviendo asi (como un agente de
“etching”) la uniformidad en la forma de las nanoparticulas™.

2AQ° + Ho02 + 2H' & 2Ag* + 2H,0

e HNO3/HCI, mezcla de un acido oxidante, con un acido no oxidante. Se utiliza (1:3;
agua regia) para la digestién de metales pesados, aceros, aleaciones; también (4:1)
para la digestion de materia inorganica con un alto contenido en silicatos. El HCI
forma sales insolubles con Ag; posibilidad de formacion de clorocomplejos con la
plata. Es una reaccion exotérmica, con una gran cantidad de gases de
descomposicién, entre ellos oxidos nitrosos y cloro gas, debido a los potenciales de
reduccion que presentan’. (E°agwag=+0,799V; Ecrico=+1,359V; Enos/no2=+0.80V)
(Siendo M.O.; materia organica)

MO + HNO3; + HCI — CO2 + H,O + NO; + Cl;

e HNO3/HCIO4, mezcla de dos acidos altamente oxidantes. Peligrosidad por la gran
cantidad de gases de descomposicion que se generan. En disolucién acuosa forma
complejos insolubles con la plata, alta reactividad™.

De forma general, la principal ventaja que presenta el método de la digestiéon por via
humeda es la efectividad para disolver metales pesados, como es la plata. Por el contrario,
presentan varios inconvenientes como son: el tiempo, puesto que son métodos lentos; la
posible contaminacién de la muestra; la posible pérdida de elementos volatiles de la
muestra. Para desarrollar el método se han estudiado y optimizado las variables que pueden
afectar a la digestion, como son el tiempo, la temperatura y el disolvente.
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e Técnica: EAA por llama *"": (FAAS)

Técnica EAA (Espectroscopia de Absorcion Atomica) esta basada en la absorcion
de radiacion visible-ultravioleta por parte de la poblacién de atomos, en estado fundamental,
neutro y gaseoso; formados en la atomizacion. Desde el punto de vista instrumental se mide
la pérdida de intensidad de luz emitida por una lampara monocromatica cuando el haz de
fotones pasa por la poblacion de atomos generados en una llama.

La poblacién atémica viene dada por la ley de distribucion de Maxwell-Boltzmann.
Esta relacién depende de la diferencia de energia entre los dos estados involucrados vy la
temperatura. Segun la temperatura de la llama se generara una poblacion de atomos distinta
e incidira en la sensibilidad de la determinacién. Cuanto mayor es el rendimiento del proceso
de atomizacion (que depende entre otros parametros, de la temperatura del sistema de
atomizacion) mayor sera la sensibilidad alcanzada.

Se usa un mechero de premezcla o flujo laminar en el que tiene lugar la nebulizacion
y atomizacion de la muestra a través de varias etapas. Los atomos formados son irradiados
con radiacion visible-ultravioleta procedente de una lampara de catodo hueco, que produce
la excitacion de los atomos. Cuanto mayor es el rendimiento del proceso de atomizacion
(que depende entre otros parametros de la temperatura del sistema de atomizacion) mayor
sera la sensibilidad alcanzada. La selectividad de la técnica esta fijada por la llama. La llama
depende del tipo de analito y el tipo de muestra. Gas llama: Acetileno/aire
(combustible/oxidante) T:2100-2400°C; Velocidad de combustién maxima: 158-266 cm-s™.

La lampara de catodo hueco usada como fuente de radiacion contiene en el catodo
el elemento analito (Ag) con una pureza espectral elevada. Al hacer pasar una corriente
eléctrica a través del analito éste se excita y emite radiacion a la longitud de onda
caracteristica, evitando asi la absorcion por parte de otros elementos.

El sistema de deteccién estd compuesto por un monocromador, que dispersa la luz
que llega a él y deja pasar solo la que tiene la longitud de onda de interés, y un detector, que
generalmente es un tubo fotomultiplicador, genera una corriente eléctrica en funcion de la
intensidad de la luz que llega hasta él. La senal eléctrica entonces es procesada por la parte
electronica del instrumento. Para seleccionar la longitud de onda utilizamos el
monocromador. (longitud de onda Ag: 328,1 nm)

La cantidad de energia absorbida viene determinada por la cantidad de analito
existente en la muestra.

Los principales componentes de un espectrofotometro de llama son: fuente de
radiacion, nebulizador, llama (evapora el disolvente para favorecer la formacién de atomos),
fuente de radiacion (lampara de catodo hueco), sistema optico (separa la radiacion de
longitud de onda de interés), sistema de correccion de fondo (eliminamos las interferencias
espectrales mediante una lampara de deuterio(fuente continua)), detector(transforma la
energia luminosa en energia eléctrica), amplificador y sistema de lectura.

Los métodos de absorcion atémica son muy especificos, ya que las lineas de

absorcion atomica son muy estrechas y las energias de transicion electronicas son unicas
para cada elemento.
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2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO

1. Determinacion del contenido de plata total en distintas muestras (heces de ganado
porcino) previa disolucion.
2. Disefar y caracterizar el método analitico necesario para este tipo de muestras.

a. Evaluacion de los parametros instrumentales, analiticos y del método de
calibracion en la espectroscopia de absorcion atdmica por llama (FAAS).

b. Obtener las mejores condiciones para la puesta en disolucion y optimizar las
principales variables que afectan, como la cantidad de muestra, disolvente,
temperatura y tiempo de digestién mediante el disefio de ensayos.

3. Aplicacion del método analitico desarrollado por espectroscopia de absorcion atémica
por llama, previa digestion en via humeda.

a. Caracterizar, establecer el método desarrollando términos de sensibilidad,
precision y exactitud.

3. PARTE EXPERIMENTAL

e [nstrumentacion, aparatos, materiales y reactivos.

1. Instrumentacion:

[ Espectrofotometro de absorcion atomica de llama (Perkin Elmer Aanalist 200)
con lampara de catodo hueco de plata de Perkin Elmer (Photron, Perkin Elmer
Lamp, Ag, silver, Serial No. 8535).

1 Balanza analitica (Mettler Toledo AG245).

2. Aparatos:

1 Placa calefactora (Bibby Sterlin LDT STONE, Staffordshire).

a Centrifuga. (Multifuge XTR Thermo Sciencitifc).

 Micropipetas Biohit 5-50 uL, 50-200 uL y 200-1000 pL.

3. Material:
(1 Diverso material de vidrio y plastico.
4.Reactivos:
[ Patrén primario de plata (AgNO3) (Silver Standard for IPC, 994mg/L+ 3mg/L).
d Agua mili-Q Advantage.
O Acido nitrico HNOs, 69% analysis, ACS, 1SO.
1 Perodxido de hidrogeno H202, 30% reagent grade, ACS, ISO.
O Acido clorhidrico HCI, 36,5% Baker Instra-analyced reagent.
O Acido perclérico HCIO4, 60%, para analisis Panreac.

e Parametros instrumentales y analiticos.

Antes de realizar los ensayos, se deben fijar los parametros instrumentales en el
espectofotdmetro (vienen predeterminados, y estan recomendados por el fabricante)'®. La
plata se mide a una longitud de onda de 328,1 nm. El ancho de la banda espectral era de
0,8 nm (rendija) y la composicion de la llama utilizada es: aire/acetileno (proporcién: 10/2.5).
La corriente de la lampara de catodo hueco de 10 mA y para la correccion de fondo se utilizo
una lampara de deuterio.

Las muestras fueron analizadas mediante un espectrofotobmetro de absorcion
atémica Perkin Elmer Aanalist 200, el cual mediante la absorcion selectiva de la radiacion
luminosa a una longitud de onda determinada nos permite establecer curvas de calibracion
que proporcionan una relacion directa entre la absorbancia y la concentracion del elemento
a analizar (Ag).

S. Soriano Santafé 6



Se necesita preparar una serie de disoluciones patron de plata de concentracion
creciente para obtener la funciéon de calibracion, a partir de la cual, se podra obtener los
parametros analiticos: limite de deteccion, limite de cuantificacion, sensibilidad y rango
lineal.

o Disoluciones patron de Ag:

> La disolucién estandar es el patron primario de plata (AgNO3) tomar 10 mL en un
tubo tipo Falcon de polipropileno y conservar cubierto con papel de aluminio en
espacio oscuro; para evitar la fotorreduccion de iones Ag"*.

> Las disoluciones patréon: se preparan diluyendo volumenes apropiados de la
disolucién estandar (mL), tomados con la pipeta automatica, en matraces de 10 mL
(volumen final) con HNOs3 al 5%. La disolucidon de blanco para la calibracién se
prepara de igual manera que las disoluciones patrén excepto que no se le afiade el
analito de interés. De esta misma forma se preparan el resto de diluciones como se
puede observar en la Tabla 1.

V estandar V estandar
pg/mL (mL) pg/mL (mL)
1 0,01 80 0,80
5 0,05 100 1,00
10 0,10| 250 2,50
15 0,15| 400 4,00
50 0,50| 500 5,00
60 0,60| 600 6,00
70 0,70| 750 7,50

Tabla 1. Disoluciones patrén.
o Funcién de calibracion:

Para establecer la relacién entre la concentracién y la absorbancia, se realizan las
medidas por espectrometria de absorcion atdmica por llama de las disoluciones de la Tabla
1, y se obtiene los siguientes valores de absorbancias (Tabla 2) y la correspondiente recta
de calibrado (Figura 1):

pg/mL ABS pg/mL ABS
0 0,0010{ 70 1,1393
1 0,0137 80 1,2440
5 0,0940{ 100 1,3110
10 0,2013| 400 1,7293
15 0,3287| 500 1,7580
50 0,8263| 600 1,7763
60 1,0157| 750 1,8057

Tabla 2. Valores medios de absorbancias para las disoluciones patron.
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Recta de Calibracion Normal
2,0 [

Absorbancia

0,5

0,0
0 250 500 750

Concentracion (pg/mL)

Figura 1. Recta de calibrado para evaluar el rango lineal.

Como se aprecia en los puntos superiores a 80 yg/mL no se ajustan a una recta,

perdiendo la linealidad.
o Rango lineal™.

Para determinar el rango lineal se emplea el contraste de significacion F que
considera la razon de las dos varianzas muestrales, es decir, la razon de los cuadrados de
las desviaciones estandar, si%/s;%. Para probar si es significativa la diferencia entre dos
varianzas muestrales, se prueba la hipétesis nula: Ho: 61°=c2?, se calcula el estadistico F=
s1%/s2> donde 1y 2 se disponen en la ecuacion tal que F siempre sea mayor o igual a 1. El
numero de grados de libertad del numerador y denominador son n¢-1 y np-2,
respectivamente. El contraste supone que las poblaciones de donde se extraen las muestras
son normales.

Para quitar los puntos de la recta se aplica el test F, calculando la varianza de los
residuales, para la recta con todos los puntos y para la recta con un punto menos, el que se
quiere eliminar, se realiza el cuadrado de las varianzas y el cociente entre cuadrados y se
compara con el cuadrado tabulado, teniendo en cuenta que al ser una recta le estamos
quitando dos grados de libertad. Dicho test se aplica a cada punto que se considera
sospechoso de que no cumpla la ecuacion de la recta y provoque una disminucion del
coeficiente de correlacion. (Anexo I)

En la figura 2 se puede observar la recta de calibrado para evaluar el rango lineal:

Recta de Calibraciéon
y=0,0164x + 0,0104

1 R?=0,9978
=08 -9
&)
g 06
=
2 0,4 ® Seriesl
Q .
< 0,2 .__0-' --------- Lineal (Series1)
0 @
0 20 40 60

Concentracién (pg/mlL )
Figura 2. Recta de calibrado para evaluar el rango lineal.
La recta de calibracién (Figura 2) tiene la siguiente ecuacion: y=0,0164x +0,0104;
R?=0,9978.

En funcion de los datos instrumentales se determina que el rango de concentraciones en el
que es aplicable el método analitico desarrollado es, cdmo minimo, de 0 a 80 pg/mL.
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A partir de la desviacion estandar del blanco (Anexo ), que es 0,0003162, se pueden
obtener los siguientes parametros instrumentales:

- El limite de deteccion: la concentracibn que proporciona una sehal en el
instrumento significativamente diferente de la sefial del blanco o ruido de fondo; es
decir, la concentracién minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad
por el método analitico desarrollado

- Limite de deteccién =3-Sp/m=3-0,0003162/0,0164= 0,05784ug/mL.

- Limite de cuantificacion= 10-S,/m=10-0,0003162/0,0164=0,1928ug/mL.

Se puede cuantificar la sensibilidad o concentracidon caracteristica expresada como la
concentracion del analito capaz de absorber un 1% de la radiacion incidente, lo que equivale
a una absorbancia 0,01-:0,000316=0,00000316= 3,16:10°. Para un valor de y de
0,01*0,000316 obtenemos una concentracion caracteristica de 0,0001928 pg/mL.

También se puede cuantificar la precision, siendo el nivel de concordancia entre los
resultados obtenidos cuando se aplica varias veces el mismo método analitico a la muestra.
Se presenta como la repetibilidad que da una idea del tipo de variabilidad que se puede
esperar cuando el método es desarrollado por el mismo analista, en un mismo laboratorio,
con un mismo instrumento analitico y en un periodo corto de tiempo. Donde s es la
desviacion estandar del blanco expresada como concentracion y X la media de los
resultados de la medida del blanco obtenidos como absorbancia, expresados también como

concentracion.
s *100 B 0,0003162 * 100

Repetibilidad (%) = X 0,039

=81%

Concluyendo, se han establecido las condiciones 6ptimas para la determinacion de
plata total en disolucién acida, como se puede ver en la tabla 3:

Parametro Valor (ug/mL)

Rango Lineal 0-80

C. Caracteristica (sensibilidad) 0,0001928

Limite de deteccion 0,05784
Limite de cuantificacion 0,1928
Repetibilidad 81%

Tabla 3. Parametros analiticos generales del método.
o Puesta en disolucién de las muestras.

Uno de los temas mas importantes en este trabajo es la disolucién de la muestra.
Generalmente hay varios métodos para la digestion'® de la materia orgéanica, entre ellos:

1. HNO; es un &cido fuerte y oxidante. 2° (-pKa=1,4; E°No3-n02=+0,8 V)

Método: medir 0,01 gramos de muestra con la balanza analitica y llevar a 2,5 mL con
HNO3, 69%. Calentar la disolucion a 80°C hasta que la disolucion torne a color
ambar. Se observara la formacién de una capa de espuma blanca debida a la
digestién de la materia organica. En el transcurso de la digestién de la materia
organica se liberaran vapores nitrosos de un color caracteristico naranja-ambar muy
intensos. Seguimos calentando la disolucion hasta que el color de ésta, haya
cambiado a amarillo-palido (translucida) y no se observe la liberacion de mas
vapores nitrosos (taprox.=1,5h). Se deja enfriar la disolucion y se trasvasa a un matraz
de 5 mL y enrasamos con HNOs3 (5%) y la muestra esta lista para la medida FAAS.
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2. HNO;+ HCIO04'®. Método: medir 0,01 gramos de la muestra con la balanza analitica y
llevar a 2,5 mL con HNOs, 69%. En el transcurso de la digestion de la materia
organica se liberan vapores nitrosos del color caracteristico naranja-ambar.
Seguimos calentando la disolucion hasta casi sequedad completa de la muestra y
con mucho cuidado se afiade gota a gota de HCIO. con el menor volumen posible, ya
que la mezcla de ambos acidos es explosiva en muestras con elevado contenido en
materia organica. Se deja enfriar la disolucion y lo se trasvasa a un matrazde 5 mL y
se enrasa con H,O mili-Q. La muestra esta lista para la medida FAAS.

3. HNO; + H,0,' Mezcla de HNO3y H2O2 en una proporcion (4:1). Método: medir 0,01
gramos de muestra con la balanza analitica y llevar a 2 mL con HNO3, 69% y afadir
1 mL de H20,, 30%. Se observara lo mismo que para el método 1.

4. HNO;+ HCL."® se forman complejos insolubles con la plata.

Método: medir 0,01 gramos de muestra con la balanza analitica y llevar a 2 mL con
HNOs, 69% y afadir 1 mL de HCI, 37% Calentar la disolucion a 80°C hasta que la
disolucién torne de color ambar. Se observara la formacién de una capa de espuma
blanca debida a la digestién de la materia organica. En el transcurso de la digestién
de la materia organica se liberan vapores nitrosos de un color caracteristico naranja-
ambar, muy intenso; y segun la cantidad de HCI también se observara liberaciéon de
vapores de cloro. Seguimos calentando la disolucién hasta que el color de ésta haya
cambiado a amarillo-palido (posible formacion de FeClz-6H2.0) y no se observe la
liberacion de mas vapores nitrosos (taprox.=1,5h). Se deja enfriar la disolucion y lo se
trasvasa a un matraz de 5 mL y se enrasa con HNO3 (5%) y la muestra esté lista
para la medida FAAS.

5. HCI. 2"?2 Método: medir 0,1 gramos de muestra con la balanza analitica y llevar a 2,5
mL con HCI, 37%. Calentar la disolucién a 80°C hasta que la disolucion tome de
color negro.(taprox.=1,5h). Se deja enfriar la disolucién y lo se trasvasa a un matraz de
5 mL y se enrasa con HCI, 37%. Puesto que no hay digestion de la materia
organica, se realiza una centrifugacion y se realiza la medida FAAS en el
sobrenadante. Para la realizacion de la centrifugaciéon, se usan maximas
revoluciones y un tiempo aprox. de 45 minutos. Tras la centrifugacion se observa una
formacion del precipitado debido, posiblemente, a la materia organica, y también una
capa sulfactante encima del sobrenadante. Debido a la dificultad de separacion de
las fases no se realiza la medida FAAS.

Para los métodos 4 y 5, se ha detectado la influencia de los cloruros?'??23, La posible
formacion de cloro complejos con la plata, hacen descartables ambos métodos de
disolucion, debido a la complejidad que desarrollan. Por tanto, queda una via abierta
al estudio mas detenidamente de la influencia los cloruros en la determinacion
mediante la espectroscopia de absorcion atdomico por llama de plata en aditivos
alimenticios para animales.

Se puede ver la influencia de cada método segun en las siguientes tablas 4 y 5.

(Anexo Ill). (La muestra que se utiliza para la validacion del método es la cuadra 1, tras
dicha validacion se repite para las cuadras 1, 6 y 13).
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V final V HNOs V H202 V HCIO4 V HNOs V HCI
Muestra | (mL) 69% (mL) | 30% (mL) [ 60% (uL) | 5% (mL) | 36,5% (mL)
M1 5 1 0 0 4 0
M2 5 1 0,2 0 3,8 0
M3 5 1 0 80 4 0
M4 5 0 0 0 0 5
Tabla 4. Influencia de los disolventes segun volumenes tomados.
L mg de Ag+
Cuadra | Masa (g) ABS PPM /g muestra
1 0,01063 0,0093 0,581 0,2733
1 0,01072 0,0080( 0,492 0,2295
1 0,01045 0,0070( 0,425 0,2035
1 0,01017 - - -

Tabla 5. Resultados de la cuadra 1 para las medidas FAAS

Para la muestra 2, disuelta segun HNO3 y H20O3; debido a la sensibilidad y cantidad
de muestra que se ha tomado, no es un buen método de disolucién, puesto que no hay
mejora alguna con la adicion de H2O-.

Para la muestra 3, disuelta segun HNO3 y HCIO4 no presenta una mejora del
resultado obtenido con la disoluciéon unicamente de HNOs3, por tanto, se considera este
método para la disolucion de las muestras.

Para la muestra 4, no se realiza la medida FAAS debido a la capa sulfactante que se
forma sobre el sobrenadante, debido a la posibilidad de taponar la sonda del
espectofotometro.

o Recuperacion de la disoluciéon de la muestra:

Para comprobar que el método de disolucién es idoneo, se realiza un estudio de la
recuperacion. Para ello se adiciona la cantidad de patron de Ag de 2,25 ug/mL; sobre una
pesada de 0,01 gramos de muestra por cuadra y por ensayo (con la balanza analitica). Para
la veracidad del estudio se realiza una repetibilidad de 3 ensayos. Simultaneamente se
realizé el blanco correspondiente. (Los resultados de cada ensayo se pueden ver en el
Anexo V)

Los valores medios que se obtienen para el estudio de la recuperacion se observan
en la Tabla 6. A la vista de los resultados, la recuperacion esta entorno al 100 + 1%, lo que
confirma que no hay errores sistematicos proporcionales en el proceso de medida.

Cuadra|Recuperacion medial

1 99%
6 99%
13 101%

Tabla 6. Valores medios de la recuperaciéon para cada cuadra
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e Condiciones estandar para trabajar con Ag en FAAS.

Durante el desarrollo de un método analitico aparecen un elevado numero de
variables que es necesario optimizar para conseguir la mejor respuesta. El empleo de
disefios de ensayos como herramienta estadistica permite evaluar la influencia y
significacion de las variables a estudiar y la optimizacion de las variables significativas para
seleccionar los niveles que generan los resultados Optimos. Tener en cuenta para la
digestiéon de la muestra: la temperatura, el tiempo, el disolvente.

Para preparar las muestras antes de la determinacion analitica por FAAS se llevé a
cabo una digestion acida de 0,010 g de cada una de ellas utilizando acido nitrico (69%). Se
enrasan en matraces de 5 mL, con una disolucion HNO3 al 5%. La determinacion analitica
se hizo minimo 4 veces, para cada muestra, admitiendo como resultado final el valor medio.

1. Se preparan las disoluciones patrén para la calibracion. Se analizan en las
condiciones ya indicadas, en orden creciente de concentracion y se determina la
respuesta analitica en términos de absorbancia a dicha longitud de onda.

2. Las disoluciones obtenidas en la preparacion de las muestras y de los blancos, se
aspiran a la llama del espectrofotdmetro y se miden las absorbancias a la longitud
de la onda seleccionada (328,1 nm).

3. La concentracion del metal de interés en las disoluciones de muestra se determina
por interpolacion en la recta de calibracion obtenida.

La medida de la sefal de las muestras se realizé en areas de pico. Se hicieron 3
réplicas para cada medida, tanto de los patrones como de las muestras; cuando la
desviacioén estandar fue superior al 10% se realizaron de nuevo las medidas.

e Incertidumbre.

Se debe a la variabilidad de datos obtenidos en las medidas experimentales, por las
variables no controlables inherentes a todo proceso de medida. Cuantificamos esta fuente
de incertidumbre aplicando un método de extrapolacién para determinar el error estandar en
cx2*. Partiendo de las definiciones:

Zl xl — Zl yl

X = =

Sex Z(xl—x) Syy Z(yl 77 Sey Z(xl DG - )

Se puede escribir la deSV|aC|on estandar de la linea de regreS|on (b =y —mx) o, lo que es
lo mismo, la desviacién estandar de los residuales como:

. = \/zi(yi—y)Z—mZ(xi—f)z donde m = 52 = ZiGi-D0i=)
L = = Sy _ L= Di=y)

N-2 S Nitq-pr | Portantor

\/Z iy — y)2 —m?(x; — %)?

-2
(x; — X)
2i(yi =¥ —m?(x; — X)?

b = N—2

Donde N es el numero de puntos (xi, yi) en la grafica de calibracion estandar. x es la
media de los valores de concentraciones tomados. y es la media de las absorbancias
interpoladas en la recta.
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El primer paso es calcular la estimacion de los errores en el eje y:

Sy = Syy
X N-2
El segundo paso es calcular la desviacion estandar correspondiente a la concentracion, sc:

g2 (1 (€25
¢ m\N m2Y%, (x; — )2

Segun la ley de la propagacion de errores al aplicar un método algebraico, también se
puede expresar como:

se\2 _ (sp)? ) 2 e s\ 2 szz
(= ()" () onde o= ()" )
Las desviaciones estandar de la medida y de la interpolacion son las mas influyentes

en este trabajo, pero también hay que tener en cuenta la incertidumbre debida al material y
aparatos. Dichas desviaciones las indica el fabricante.

Calculadas todas estas desviaciones estandar tenemos que sumarlas de acuerdo a
la ley de propagacion de errores, convirtiéndolas en desviaciones estandar relativas y
sumando sus cuadrados: DER?),,; = X.; DER?

DSR DSR DSR DSR DSR | DSR
Muestra | Calibracion| ABS SD medida | interpo. | matraz | pipeta | pesada | total

Cuadra1 |Normal 1,07| 0,000577| 0,0542| 0,0287| 0,001| 0,0188| 0,0020|0,0209

muestral |A. Estandar| 0,97| 0,000921| 0,095| 0,0326| 0,001 0,0188| 0,0020/0,0299
Cuadra 1 |Normal 1,21 0 0| 0,0198| 0,001 0,0188| 0,0020/0,0083

muestra 2 |A. Estandar| 1,37| 0,000894| 0,0652| 0,0203| 0,001 0,0188| 0,0020/0,0215
Cuadra 6 |Normal 1,45| 0,000577| 0,0397| 0,0203| 0,001| 0,0188| 0,0019|0,0163

muestra 1 |A.Estandar | 1,45| 0,000289| 0,0199| 0,0273| 0,001 0,0188| 0,0019/0,0138
Cuadra6 |Normal 1,21 0 0| 0,0178| 0,001 0,0188| 0,0019/0,0079

muestra 2 |A. Estandar| 1,21| 0,000433| 0,0358| 0,0198| 0,001 0,0188| 0,0019|0,0155
Tabla 9. DSR de los resultados de adicion estandar y calibracién normal.

e Influencia de efectos matriz

Para analizar la influencia de efecto matriz, se debe comparar los dos métodos de
calibracion: calibracion normal y por adicién estandar.

- Preparacion de disoluciones:
Pesamos alrededor de 0,1 gramos de cada cuadra y lo disolvemos en un volumen de
2,5 mL de acido nitrico mientras calentamos. De estas disoluciones tomamos volumenes de
0,5 mL que llevaremos a 5 mL, previa adicion de alicuotas de patron para preparar las
disoluciones de nuestras rectas de calibrado. Como se observa en las tablas 7 y 8. (Anexo

)

S. Soriano Santafé 13



pg/mL 0 3 6 9 10
mL1Opug/mL | O [ 1,5 | 3 | 45| 5
mL HNOs 51352 (05]| 0
mL total 5 5 5 5 5

Tabla 7. Volumenes para la recta de calibrado normal.

pg/mL 0 3 6 9
mL 10 yg/mL| O 1,5 3 4,5
mL muestra | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5
mL HNOs | 4,5 3 1,5 0

mL total 5 5 5 5
Tabla 8. Volumenes para la recta de adicion estandar de las muestras.

Medida FAAS para la recta de calibracién normal:

Recta de calibrado

0125 | °
PR | ® W 001145 + 467E-04
S 0075 | ® R2=0,999
Q
oo
2 ®
£ o002 |
0
0 2 4 6 8

Concentracién (ug/mL)

Figura 3. Recta de calibrado.

Medida FAAS para la cuadra 1(Figura 4, muestra 1 y muestra 2):

A. Estandar Cuadra 1-Muestra 1 A. Estandar Cuadra 1-Muestra 2
0,125 o O 0,125 - @
| 0,0123*x + 0,0119 ’ 0,0121*x + 0,0166
0,1 Rz = 0,994 01 R?=0,994
| $ | t
@ @
(3] 0,075 ‘c 0,075
g 2
. £
5 005 . 5 005 °
2 2
£ | £ s |
0,025 + 0,025 T
0 0
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Concentracién (ug/mL) Concentracién (ug/mL)

Figura 4. Rectas de adiciones estandar para la cuadra 1. (1) Muestra 1 (2) Muestra 2.

Medida FAAS para la cuadra 6 (Figura 5; muestra 1 y muestra 2):

A. Estandar Cuadra 6-Muestra 1 A. Estandar Cuadra 6-Muestra 2

0,125 | [ J 0,125 [

0,0108*x + 0,0157 | *
0,1 ’ Rz = o,géf; 0,1 o g'zol 0%939'0121

§ 0,075 2 § 0,075 ‘ °
g | 2
5 005 o 5 005
E- | E-] | L J
< <

0,025 T 0,025

: 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Concentraci6n (ug/mL) Concentracién (ug/mL)

Figura 5. Rectas de adiciones estandar para la cuadra 6. (1) Muestra 1 (2) Muestra 2.
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Medida FAAS para la cuadra 13 (Figura 6; muestra 1 y muestra 2):

A. Estandar Cuadra 13-Muestra 1 A. Estandar Cuadra 13-Muestra 2
0,125 [ ] 0,125 [ J
[ 0,0115*x + 1,23E-03 | PS 0,011*x + 3,97E-03
R%=0,994 R%2=0,997

0,1 ‘ 0,1

o
o
<
a

0,075

0,05

0,025 l
0
0

Absorbancia
o
o
&

Absorbancia

o

1=}

R

o o
o lg—r——m

2 4 6 8 2 4 6 8

Concentracién (ug/mL) Concentracién (ug/mL)

Figura 6. Rectas de adiciones estandar para la cuadra 13. (1) Muestra 1 (2) Muestra 2.

Si la pendiente de la recta de calibrado y la de la recta de adicion son distintas, los
componentes de la matriz afectan en la determinacién del analito. Para comprobarlo hay que
evaluar estadisticamente si ambas pendientes son iguales, para ello en primer lugar hay que
hacer un test de Fisher para ver si los errores de ajuste (Syx) de ambas rectas
estadisticamente igual y asi elegir la opcidon que convenga del test de Student.

Con estas rectas de calibrado podemos obtener la concentraciéon de las disoluciones
de muestras de las cuadras. Estas concentraciones tendran una incertidumbre asociada,
que es una combinacién de los distintos fendmenos capaces de general errores en el
proceso (Tabla 9). Expresamos los resultados como media +desviacion estandar (Tabla 10):

mg de Ag+
Muestra Calibracién | /g muestra | * SD
Cuadra 1 Normal 0,258 * 0,000577
Muestra 1 | A.Estandar 0,241| 0,000921
Cuadra 1 Normal 0,292 + 0
Muestra 2 | A.Estandar 0,336| + 0,000894
Cuadra 6 Normal 0,352 0,000577
Muestra 1 | A.Estandar 0,359| + 0,000289
Cuadra 6 Normal 0,293| + 0
Muestra 2 | A. Estandar 0,299| + 0,000433

Tabla 10. Concentraciones de las disoluciones de medida segun el método de calibracion.

Exactitud es, segun la ISO, el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo
y el valor de referencia aceptado, la medicién de la exactitud se hace por medio del test T.

Se aplica el test T de significacion para verificar que no hay diferencias significativas
entre los métodos de calibracion, ya que parece que se obtienen los mismos resultados. Se
establece como hipdtesis nula que con los dos métodos proporcionan el mismo resultado:

Ho: 1= p2

Como n<30 y ambas series siguen una distribucion normal, la t experimental se calcula
(ny-1)si+(np—1)s3

(n1+nz-2)

como: t = % donde s =

ni n2
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Siendo los grados de libertad de t son: n1+n2-2=18 Asi obtendremos para las muestras:
texperimental = 1,37 < 2,1 parala cuadra 1
texperimental = 0,835 < 2,1parala cuadra 6
No pudiéndose calcular para la cuadra 13, puesto que es una cuadra de control y la sefal
obtenida esta por debajo del limite de cuantificacion.

Tomando un intervalo de confianza del 95% y 18 grados de libertad, tenemos el
estadistico twesico = 2,1. Puesto que los valores de texperimentales SON menores que el valor
absoluto del twesrico podemos aceptar la hipétesis nula (Ho= las medidas son comparables) y
establecer que para ambas muestras no hay diferencias significativas entre los dos métodos
de calibracion, ya que no hay evidencias para rechazar la hipétesis nula.

Para el resto de ensayos se utilizara el método de calibracién normal ya que necesita
una menor cantidad de muestra para realizar las medidas y una sola recta de calibracion
sirve para las tres cuadras.

e  FErrores proporcionales:

Para ver la posible existencia de errores proporcionales, se compara las pendientes
de las rectas obtenidas en los diferentes métodos de calibracion, es decir, la calibracion
normal y/o la adicién estandar.

Como se observa las rectas que se han obtenido (de las figuras 4, 5, 6 y 7) son:
» Para la recta de calibracion: y=0,0114 x +4,67-10*
» Para la adicién estandar de la cuadra 1: y=0,0123 x +0,0119 e y=0,0121x +0,0166
» Para la adicion estandar de la cuadra 6: y=0,0108 x + 0,0157 e y=0,0100x +0,0121
> Para la adicion estandar de la cuadra 13:y=0,0115 x +1,23:10 e y=0,011x+3,97-10

Para comparar errores proporcionales hay que comparar la pendiente en los
métodos de calibracion. Cuando las pendientes no son similares, existen errores
proporcionales. En estos casos, se ve que la pendiente es muy similar, por ende no existen
dichos errores.

Cuando se eliminan puntos de las rectas, ya que el coeficiente de correlaciéon no es
el esperado. Para quitar los puntos se aplica el test F, calculando la varianza de los
residuales, para la recta con todos los puntos y para la recta con un punto menos, el que
queremos quitar, hacemos el cuadrado de las varianzas y el cociente entre los cuadrados y
lo comparamos con el cuadrado tabulado, teniendo en cuenta que al ser una recta le
estamos quitando dos grados de libertad F=S?1/S?,. Se aplica a cada punto que se considera
sospechoso de que no cumpla la ecuacion de la recta y provoque una disminucion del
coeficiente de correlacion.

e [nterferencias.

La presencia de interferencias durante el analisis conducira a resultados erroneos si
no son identificadas y adecuadamente eliminadas o minimizadas. La técnica FAAS no es
muy susceptible a los efectos de la matriz, aunque pueden encontrarse interferencias. Las
interferencias fisicas pueden ocurrir debido a cambios en la viscosidad de la solucién, lo que
influye en su velocidad de aspiracion dentro de la llama vy, por lo tanto, en la cantidad de
analito en la llama. Los errores debido a interferencias fisicas se pueden reducir mediante la
compatibilizacién de la matriz. La FAAS es probablemente la técnica mas ampliamente
utilizada para el analisis de metales en alimentos debido a su simplicidad, alto rendimiento
de muestras y el costo relativamente bajo de su instrumentacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha podido observar en la tabla 5, se realiza una comparativa de los
resultados obtenidos segun los distintos métodos de disolucién de las muestras.
Obteniéndose una mejor relacién para la disolucion de la muestra con HNO3, frente a la
mezcla de disolventes para la disolucion. Como se ha visto los resultados obtenidos por el
método de disolucion 1 (HNOs), es el método analitico mas representativo para la
cuantificacién de la plata total.

Para cada uno de los ensayos realizados, el procedimiento a seguir es: medir 0,01
gramos de muestra con la balanza analitica, y llevar a 2,5 mL con HNO3, 69%. Calentar la
disolucion a 80°C (controlado con un termometro) hasta que la disolucion torne a color
ambar. Se observa la formacion de una capa de espuma blanca debida a la digestion de la
materia organica. En el transcurso de la digestion de la materia organica se liberaran
vapores nitrosos de un color caracteristico naranja-ambar muy intensos. Seguimos
calentando la disolucion hasta que el color de ésta, haya cambiado a amarillo-palido
(translucida) y no se observe la liberacion de mas vapores nitrosos (taprox=1,5h). Se deja
enfriar la disolucion y se trasvasa a un matraz de 5 mL y enrasamos con HNO3 (5%) y la
muestra esta lista para la medida FAAS.

Los resultados de las determinaciones (medias geométricas, error estandar y el
rango para cada una de las muestras) se expresan en Anexos VI. A partir de dichos
resultados, se ha realizado la media de las medidas expresada en mg de Ag+/gramo de
muestra, la desviacion estandar y la desviacion estandar relativa, obteniéndose los
resultados de la tabla 12 que se muestra a continuacion.

Cuadra | Cuadra 1 | Cuadra 6 | Cuadra 13
MEDIA | 0,26072| 0,32661 0,14518
SD 0,05258| 0,04802 0,05557

DSR 20,1684| 14,7049 38,2764
Tabla 12. Resultados medios para las cuadras.

Se podrian estimar los niveles minimos de ingestion de estos productos que
contienen AgNPs y valorar el riesgo de toxicidad® para los animales, segun los resultados
obtenidos.

La cantidad de plata determinada en las heces proceden del material ingerido que
no es absorbido por el intestino, ni por los enterocitos y es excretado (sobre todo de la bilis)
procedente de otras partes del cuerpo.® Como en general los niveles de la biomagnificacion
parece un mecanismo poco importante en el caso de los metales, los contenidos de las
heces pueden considerarse un reflejo de los niveles transferidos a través de la cadena
trofica. Una estimacion conservadora permite equiparar la tasa de excrecion con la de
ingestion. '
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5. CONCLUSIONES

1.

Estudiados diversos métodos para la disolucion de diferentes muestras (heces) con
contenido en plata, se concluye que la digestion acida por el método de adicion
HNOs es eficiente (rapido y adecuado) para la extraccion del analito en una Unica
etapa; resultando las mejores condiciones, 80°C y 1,5 horas. Obteniéndose un valor
medio de la recuperacién entre 100£1%.

La espectroscopia de absorcion atébmica por llama es una técnica selectiva, rapida y
de bajo coste instrumental para la determinacion de Ag en matrices de aditivos
alimenticios para animales digeridos. Segun los siguientes parametros
instrumentales: longitud de onda: 328,1 nm, ancho de banda espectral: 0,8 nm y
composicion de la llama: aire/acetileno (proporcion: 10/2.5)

En cuanto a los parametros analiticos, se ha caracterizado el método desarrollando
términos de sensibilidad, precision y exactitud y repetibilidad. Obteniéndose los
siguientes datos: rango lineal 0-80 pg/mL; sensibilidad 0,0001928 pg/mL; limite de
deteccion 0,05784 ug/mL; limite de cuantificacion 0,1928ug/mL; y una repetibilidad
del 81%.

Se ha demostrado que no es necesario el uso de adiccidbn estandar para la
cuantificacion de plata en las muestras, dado que no se detect6 efecto matriz, ya que
la digestion acida de la materia organica es altamente efectiva.

Los resultados medios de las determinaciones de Ag para las diferentes cuadras se
expresan en la tabla 12.

Con la técnica de FAAS vy la sensibilidad asociada al método empleado, no se puede
distinguir entre NPAg’s o Ag™ total.

Queda una via abierta al estudio mas detenidamente de la influencia los cloruros en
la determinacion mediante la técnica FAAS (posible formacién de cloro complejos en
los métodos 4 y 5 de disolucién de muestras.
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7. ANEXOS

Nota: todos los valores de absorbancia indicados son la medida de los resultados de 10

réplicas de las medidas realizadas por el instrumento.

Anexo |: Estimacion del rango lineal

Funcion de calibrado.

ug/mL 0 1 5 10 15 50 60
ABS 0,001| 00137 0,0940| 0,2013| 0,3287| 0,8263| 1,0157
SD 0,000| 0,000577|  0,001| 0,000577| 0,00153|  0,0743| 0,007767
ng/mL 70 80 100 400 500 600 750
ABS 1,1393|  1,2440| 1,3110| 1,7293| 1,7580| 1,7763| 1,8057
SD 0,00635| 0,006083| 0,269338| 0,001528| 0,001| 0,005507| 0,002309

Tabla 1. Resultados de las medidas para la estimacién del rango lineal
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Figura 4. Recta de calibracion de método, rango lineal 0-80 ug/mL.
(se ha eliminado el punto 15, Q-Dixon)

Rango Recta R? R"2 |Var. Residuales|Var. Residuales? F Ftabulado
0-100 |y=0,0142X+0,0585(0,9734| 0,9866 0,0172 0,00029584 47,3344 | 3,72
0-80 |y=0,0157X+0,0302(0,9952|0,99769 0,0025 0,00000625 |0,0216263| 4,2
0-70,67|y=0,0161X+0,0247| 0,995 | 0,9975 0,017 0,000289 1,4744898| 4,9
0-60 |y=0,0165X+0,0211(0,9944| 0,9972 0,014 0,000196 400 6,25
0-50 | y=0,0181X+0,013 [0,9953| 0,9976 0,0007 0,00000049 3,0625 9,11
Tabla 2. Para la determinacion del Rango Lineal mediante contraste de significacion F
Medidas de absorbancia del blanco.
Medida 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Absorbancia|0,004|0,004(0,004|0,004|0,003(0,004|0,004(0,004|0,004 (0,004
Tabla 3. Medidas de la absorbancia del blanco
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Anexo llI: Influencia de efectos matriz

pg/mL ABS SD
0 0 0
3 0,0347| 0,00153
6 0,0707| 0,000577
9 0,1023| 0,001155

Tabla 4. Medidas de la recta de calibracion normal

Medida FAAS para la cuadra 1(muestra 1):
Pesada de muestra: 0,1006 gramos.

pg/mL ABS SD
0 0,0143| 0,000577
3 0,0437| 0,001527
6 0,0890( 0,001000
9 0,1223| 0,000577

Tabla 5. Medidas de la recta de adicién estandar para la muestra “cuadra 1-muestra 1”.

Medida FAAS para la cuadra 1(muestra 2):
Pesada de muestra: 0,1018 gramos.

ug/mL ABS SD
0 0,0187| 0,000577
3 0,048 0,001
6 0,093 0,001
9 0,125 0,001

Tabla 6. Medidas de la recta de adicién estandar para la muestra “cuadra 1- muestra 2”.

Medida FAAS para la cuadra 6(muestra 1):
Pesada de muestra: 0,1010 gramos.

ug/mL ABS SD
0 0,017 0
3 0,0463| 0,000577
6 0,0807| 0,000577
9 0,114 0

Tabla 7. Medidas de la recta de adicién estandar para la muestra “cuadra 6-muestra 1”.
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Medida FAAS para la cuadra 6(muestra 1):
Pesada de muestra: 0,1014 gramos.

pg/mL ABS SD
0 0,013 0
3 0,0397| 0,00058
6 0,0747| 0,00058
9 0,1017] 0,00058

Tabla 8. Medidas de la recta de adicién estandar para la muestra “cuadra 6-muestra 2.

Medida FAAS para la cuadra 13(muestra 1):
Pesada de muestra: 0,1000 gramos.

pg/mL ABS SD
0 0,004 0
3 0,033 0,0015
6 0,067 0,001
9 0,108 0

Tabla 9. Medidas de la recta de adicion estandar para la muestra “cuadra 13-muestra 1”.

Medida FAAS para la cuadra 13(muestra 2):
Pesada de muestra: 0,1022 gramos.

pg/mL ABS SD
0 0,005 0
3 0,0343| 0,00058
6 0,0727| 0,00115
9 0,1027| 0,00115

Tabla 10. Medidas de la recta de adiciéon estandar para la muestra “cuadra 13-muestra 2”.

DSR DSR | DSR | DSR | DSR | DSR
Cuadra| Muestra| Método | Media| medida | interpol. [ matraz| pipeta | pesada | total

M1 Normal 1,07 0,05 0,0287| 0,001(0,0188| 0,0020|0,0209

1 A.Estandar 0,97 0,10{ 0,0326| 0,001(0,0188| 0,0020|0,0299
M2 Normal 1,21 0,00{ 0,0198| 0,001(0,0188| 0,0020|0,0083

A. Estandar | 1,37 0,07{ 0,0203| 0,001({0,0188| 0,0020|0,0215

M1 Normal 1,45 0,04 0,0203| 0,001(0,0188| 0,0019|0,0163

6 A. Estandar | 1,45 0,02( 0,0273| 0,001(0,0188| 0,0019|0,0138
M2 Normal 1,21 0,00{ 0,0178| 0,001(0,0188| 0,0019|0,0079

A. Estandar | 1,21 0,04 0,0198| 0,001(0,0188| 0,0019|0,0155

Tabla 11. Desviaciones estandar relativas de los resultados de adicién estandar y calibracion normal.
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La DSR del matraz ha sido tenida en cuenta por duplicado para el calculo de la DSR total,
ya que se realizan dos disoluciones.

Anexo lll: Disolventes para la disolucion de la muestra.

CUADRA | MUESTRA ABS SD

Cuadra1 | Muestra 1 0,009| 0,000577
Muestra 2 0,008 0
Muestra 3 0,007 0

Tabla 12. Medida FAAS para la misma cuadra, con diferentes muestras.

Para la cuadra 1- muestra 4 no se realiza la medida FAAS debido a la capa sulfactante que
se forma sobre el sobrenadante, debido a la posibilidad de taponar la sonda del instrumento.

Anexo IV: Técnicas de muestreo alternativas.

Longitud de onda| Hendidura Sensibilidad Sensibilidad Rango linear
(nm) (nm) Ruido relativo (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Datos de corriente{de flujo
328,1 0,7 1,0 0,054 2,5 4,0
338,3 0,7 1,0 0,11 5,0 10,0
Datos de cuentas |por impacto
328,1 0,7 1,0 0,024 1,0 3,0
338,3 0,7 1,0 0,039 2,0 5,0

Tabla 13. Condiciones estandar para la absorcion atémica de la plata.!’
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Anexo V: Recuperacion de la disolucion de la muestra

Para el ensayo 1:

masa muestra 1

0,01001

gramos de la cuadra 6

masa muestra 2

0,01039

gramos de la cuadra 6

masa muestra 1

0,01080

gramos de la cuadra 1

masa muestra 2

0,01076

gramos de la cuadra 1

masa muestra 1

0,01054

gramos de la cuadra 13

masa muestra 2

0,01080

gramos de la cuadra 13

Tabla 14. Masas de la muestras de las tres cuadras para el ensayo 1.

L mg de Ag+ /
CUADRA | MUESTRA ABS SD pMg/mL | gramo muestra | Recuperacion
1 1 0,005 0| 0,5798 0,268 95%
2 0,0337| 0,000577| 1,9101
6 1 0,005 0| 0,5798 0,290 102%
2 0,036| 0,000577( 2,0018
13 1 0,002 0| 0,4422 0,0111 115%
2 0,037 0| 2,0477

Tabla 15. Valores obtenidos de la medida FAAS para el ensayo 1.

Parar el ensayo 2 se obtuvo: (2,5 mL/0,5)

S. Soriano Santafé

masa cuadra 1

0,01057

gramos de la cuadra 1

masa cuadra 1

0,01009

gramos de la cuadra 1

masa cuadra 6

0,01060

gramos de la cuadra 6

masa cuadra 6

0,01006

gramos de la cuadra 6

masa cuadra 13

0,01006

gramos de la cuadra 13

masa cuadra 13

0,01010

gramos de la cuadra 13

Tabla 16. Masas de las muestras de las tres cuadras para el ensayo 2.
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L mg de Ag+ /

CUADRA | MUESTRA ABS SD pMg/mL | gramo muestra | Recuperacion
1 1 0,003 0| 0,116 0,275 100%

2 0,035 0,001| 2,307
6 1 0,00367| 0,000577( 0,163 0,385 99%

2 0,0353| 0,000577| 2,390
13 1 0,00167| 0,000577(0,0223 0,0554 99%

2 0,0333| 0,00153| 2,250

Tabla 17. Valores obtenidos de la medida FAAS para el ensayo 2.

Para el ensayo 3 se obtuvo:

masa cuadra 1

0,10025

gramos de la cuadra 1

masa cuadra 1

0,10023

gramos de la cuadra 1

masa cuadra 6

0,10011

gramos de la cuadra 6

masa cuadra 6

0,10006

gramos de la cuadra 6

masa cuadra 13

0,10006

gramos de la cuadra 13

masa cuadra 13

0,10010

gramos de la cuadra 13

Tabla 18. Masas de las muestras de las tres cuadras para el ensayo 3.

L mg de Ag+ /
CUADRA | MUESTRA ABS SD pug/mL | gramo muestra | Recuperacion
1 1 0,012 0,001 0,85 0,212 103%
2 0,0447( 0,000577 3,18
6 1 0,019 0 1,35 0,336 96%
2 0,0493( 0,000577 3,5
13 1 0,00567| 0,000577| 0,401 0,1 92%
2 0,035 0,001 2,48
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Tabla 19. Valores obtenidos de la medida FAAS para el ensayo 3.
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Anexo VI: Resultados y discusion.

Resultados para la cuadra 1:

. mg de Ag*
Cuadra| Masa (g) ABS pug/mL | /gramo muestra
1 0,01046 0,005| 0,4061 0,1941
1 0,01079 0,005| 0,4964 0,2300
1 0,01009 0,005| 0,4964 0,2459
1 0,01074 0,005| 0,4964 0,2311
1 0,01009 0,004| 0,4244 0,2103
1 0,01090 0,009| 0,7847 0,3597
1 0,01063| 0,0083| 0,7362 0,3463
1 0,10025 0,012| 0,8503 0,2121
1 0,10060| 0,0123| 1,0379 0,2579
1 0,10180 0,014| 1,1871 0,2915
1 0,10060| 0,0123| 1,0379 0,2579
1 0,10180 0,014| 1,1871 0,2915

Tabla 20. Resultados obtenidos en todos los ensayos para la cuadra 1.

Resultados para la cuadra 6:

L mg de Ag*
Cuadra| Masa (g) ABS pg/mL /gramo muestra
6 0,01001 0,005 0,4061 0,2028
6 0,01010 0,00767 0,6314 0,3126
6 0,01060 0,009 0,7381 0,3482
6 0,01049 0,008 0,6581 0,3137
6 0,01041 0,008 0,6581 0,3161
6 0,01027 0,009 0,7381 0,3593
6 0,01041 0,01 0,8181 0,3929
6 0,01060 0,0036 0,1585 0,3737
6 0,10011 0,019 1,3468 0,3363
6 0,10100 0,0167 1,4239 0,3524
6 0,10140 0,014 1,1871 0,2927
6 0,10100 0,0167 1,4239 0,3525
6 0,10140 0,014 1,1871 0,2927
Tabla 21. Resultados obtenidos en todos los ensayos para la cuadra 6.
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Resultados para la cuadra 13:

L mg de Ag*

Cuadra | Masa (g) ABS pg/mL /gramo muestra
13 0,01047 0,003 0,2581 0,1232
13 0,01093 0,0033 0,2848 0,1303
13 0,10006 0,0057 0,4036 0,1008
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Tabla 22. Resultados obtenidos en todos los ensayos para la cuadra 13.
(hay menos resultados porque en muchos casos sale por debajo del LC)
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