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Empleo del software RStudio para la validacion
analitica Pb en suelo urbano

Use of RStudio software for analytical validation of Pb in urban soils
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RESUMEN

La validacién de los métodos analiticos es un requisito importante en la practica del analisis quimico, por lo que
cada vez que se desea realizar un control de calidad de una medicion, es necesario llevarlo a cabo. La presente in-
vestigacion tiene como objetivo validar analiticamente la determinacién de Pb en suelo urbano por espectrometria
de absorcion atémica en horno de grafito (GF-AAS por sus siglas en inglés), ya que en un futuro se desea medir el
impacto que pueden causar las deposiciones atmosféricas en los suelos, debido a las emisiones de material particu-
lado de las ladrilleras artesanales de Ciudad Juarez, Chihuahua, México. En breve se obtuvo valores de alta calidad,
ya que se usaron técnicas y andlisis estadisticos mds robustos y en menos tiempo que una validaciéon convencional.

PALABRAS CLAVE: validacion; metal pesado; suelo urbano.

ABSTRACT

The validation of analytical methods is an important requirement in the practice of chemical analysis, so that every
time a quality control of a measurement is desired, it is necessary to carry it out. The objective of this research is
to analytically validate the determination of Pb in urban soil by graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GF-AAS), since in the future it is desired to measure the impact that atmospheric depositions can cause in soils,
due to particulate matter emissions from artisanal brick kilns in Ciudad Juarez, Chihuahua, Mexico. As a result,
high quality values were obtained since more robust statistical techniques and analysis were used and, in less time,
than conventional validation using RStudio software.
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l. INTRODUCCION

La validacién de métodos analiticos es un requisito
importante en la practica del analisis quimico. Su rea-
lizacién proporciona un alto grado de confianza en el
método analitico y en la calidad de los resultados, al
disminuir el nimero de fallos y repeticiones. Los datos
obtenidos durante la validacion son pruebas documen-
tales que proporcionan un alto grado de seguridad y
cumplimiento de los criterios legales [ 2],

Actualmente, existen diferentes formas de analizar los
datos de una validacion analitica, por ejemplo, al utili-
zar softwares como Excel, Minitab, SPSS, sin embargo,
estas suelen requerir tiempo y recursos, por lo que se les
dificulta a la mayoria de los analistas en laboratorios. En
esta investigacion se emple6 el software RStudio como
herramienta estadistica, ya que su estructura incluye
paquetes estadisticos que ayudan a obtener resultados
mds robustos y confiables en menor tiempo !?. Este
software es un entorno de desarrollo integrado para el
lenguaje de programacion R, dedicado al célculo esta-
distico y a los graficos. Por su facilidad de aprendizaje
y aplicacidn, se utiliz6 para la validacion analitica de la
determinacion de Pb en muestras de suelo urbano por
espectrometria de absorcion atémica en horno de grafi-
to (GF-AAS, por sus siglas en inglés), integrando cono-
cimientos estadisticos previos con técnicas robustas y
mas completas proporcionadas por este software.

Lanovedad de este estudio es que los resultados obtenidos
no difieren de los de una validacién normal, ya que cum-
plenlos criterios de rendimiento establecidos por norma-
tivas como Analytical Chemistry in Europe (Eurachem),
International Organization of Standardization (ISO) y
Environmental Protection Agency (EPA) B/, Estos resul-
tados de rendimiento del método analitico pueden servir
para evaluar la seguridad del metal Pb en muestras de
suelo urbano, por lo que se requiere un resultado cuan-
titativo cuyo limite de deteccion sea inferior a los valores
obtenidos por diferentes autores para esta matriz.

El objetivo de este estudio es demostrar el cumplimien-
to de criterios de la linealidad de la curva de calibra-
cion, la determinacion de los limites de deteccion y
cuantificaciéon (LOD y LOQ, por sus siglas en inglés), la
determinacion de la precision del equipo, la veracidad
del método y la incertidumbre de medida !, ademas
de criterios analiticos establecidos por las normas ISO
como normalidad, independencia, homocedasticidad y
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linealidad de los residuos para la determinacién de Pb
en suelos urbanos mediante GF-AAS.

Il. METODOLOGIA

Entre las caracteristicas de funcionamiento que debe
desempenar la determinacién de Pb por GF-AAS para
confirmar que es adecuada para el propdsito descrito,
destacan el cumplimiento de la linealidad de la curva
de calibracidn, la determinacidn de los limites de detec-
cion y cuantificacion (LOD y LOQ), la determinacién
de la precision del equipo, la veracidad del método y
la incertidumbre de medida . Esta cuantificacién del
metal en muestras de suelo urbano se realiza en base a
la masa del elemento (estado elemental) en el volumen
de la matriz estudiada.

En este estudio se utilizaron como reactivos una solu-
cién patron de 1000 mg/L de Pb, dihidrogenofosfato de
amonio como modificador de la matriz (NH,H,PO,
5 %) para eliminar posibles interferencias durante la
medicién, HNO; (65 % suprapur®) y agua milli-Q®
(Tipo I). Todos los reactivos utilizados eran p.a (puro
para analisis) y trazables al NIST (National Institute of
Standards and Technology). Las concentraciones de oli-
goelementos en muestras patron de un solo elemento se
analizaron con un espectrofotometro de absorcién ato-
mica (AAS) Perkin Elmer de la serie Model AAnalyst
200 con horno de grafito y utilizando argén.

DETERMINACION DE LINEALIDAD

La evaluacién de la linealidad utiliz6 una curva de ca-
libracion de Pb con un rango de concentracion de 20 a
100 ug/L siguiendo los criterios establecidos por la EPA
239.2 para la determinacion de Pb por GF-AAS 1°), afa-
diendo como modificador de la matriz una solucién de
NH4H,PO,. Se analizaron la significancia de los efectos
de la constante y el intercepto. También, se determiné el
cumplimiento de los supuestos de linealidad: homoce-
dasticidad, normalidad, independencia y linealidad de
los residuos de la curva de calibracion. Ademads, se de-
termind el ajuste a un modelo de regresion lineal sim-
ple. Estos resultados son utiles como indicadores de la
bondad de ajuste del modelo a los datos ¢ [7],

DETERMINACION DEL LOD Y DEL LOQ

El método del blanco se utiliz6 para cuantificar el li-
mite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacion
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(LOQ). Se prepararon diez blancos de reactivo y se
midi6 su absorbancia mediante GF-AAS. Los calculos
realizados para su determinacion se llevaron a cabo de
acuerdo con las Ecuaciones (1) y (2), respectivamente,
que se presentan a continuacién . Para la determi-
nacidn de estos limites se aplico el paquete estadistico
QualityTools del software RStudio.

Yiop = Ys + 3Sp (1)
YLOQ =Yg+ 1OSB (2)

donde Y;pp: limite de deteccion en términos de absor-
bancia; Yioq: limite de cuantificacién en términos de
absorbancia; Yp: absorbancia del blanco y Sg: desviacion
estandar del blanco

DETERMINACION DE LA PRECISION

El estudio de la exactitud se analizd bajo los parametros
de repetibilidad y reproducibilidad. Para ello fue necesa-
rio demostrar que el GF-AAS es capaz de proporcionar
resultados repetibles y reproducibles, incluso si se modi-
ficaban algunas variables durante la medicién, como los
analistas y los dias de medicion. Se prepararon tres dilu-
ciones a tres niveles de concentracion bajo, medio y alto
y se realizaron mediciones repetidas de las soluciones. La
reproducibilidad se cuantificé de la misma forma que la
repetibilidad, variando dos factores de analistas y dias de
medicion 12,

El procedimiento propuesto para verificar que el méto-
do proporciona resultados adecuados bajo los criterios
de repetibilidad y reproducibilidad fue el Gage R&R del
paquete estadistico QualityTools de RStudio. Este se basa
en estimar la variabilidad inducida en las medidas por
el propio sistema y la compara con la variabilidad total
observada para determinar la viabilidad del sistema de
medida mediante un ANOVA P,
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DETERMINACION DE LA VERACIDAD

El analisis de la veracidad del método se realiz6 a tres ni-
veles de concentracidon como en el estudio de exactitud,
utilizando una solucién de concentracion conocida y cal-
culando el porcentaje de recuperacion segun la Ecuacién
(3) que se presenta a continuacion 2[4,

_G-C)

% R ="~ 00 (3)

e

donde % R: porcentaje de recuperacion; Cy: concentra-
cioén conocida y C,: concentracion del patron medida por
el equipo.

INCERTIDUMBRE DE MEDIDA

El mensurando del método se identificé para determi-
nar la incertidumbre de medida, que en este caso es la
concentracion de Pb, se determinaron las fuentes de in-
certidumbre junto con sus incertidumbres combinadas vy,
finalmente, se calculd la incertidumbre expandida para
un factor de cobertura igual a 2 (K = 2) [0} 111],

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
DETERMINACION DE LINEALIDAD

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos para el and-
lisis de regresion lineal simple, demostrando que los
datos proporcionados por el GF-AAS si presentaron un
ajuste a este modelo de regresion. Estos resultados se
obtuvieron a partir de la funcién de resumen del softwa-
re RStudio, que proporcioné datos mas completos que
un analisis de regresion lineal en Excel. Se demuestra
que los datos proporcionados por el GF-AAS se ajustan
a modelo de regresion lineal simple (Tabla 1).

TABLA 1
RESULTADOS OBTENIDOS PARA EL ANALISIS DE REGRESION LINEAL
SUPUESTOS A CUMPLIR CRITERIOS DE ACEPTACION RESULTADO | ¢éSE CUMPLE?
Pendiente significativamente distinta a cero |p-value < 0.05 <2%10716 Si
No exista falta de ajuste p-value < 0.05 <2%10716 Si
Homocedasticidad de residuos p-value > 0.05 (prueba de Breusch Pagan) 0.1825 Si
Normalidad de residuos p-value > 0.05 (Shapiro Wilk) 0.837 Si
Linealidad e independencia de residuos Suma de cuadrados de residuos igual o cercana a cero | 8.02#107" St
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Ademas de los resultados numéricos, el software
RStudio proporciona graficos en los que se puede ver
el cumplimiento de los criterios. Las Figuras 1la), 1b)
y 1c) muestran los graficos correspondientes al andlisis
de homocedasticidad, normalidad, linealidad e inde-
pendencia de los residuos. En la Figura 1a) se observa
el grafico de residuos frente a valores ajustados y mues-
tra que los puntos de las réplicas se distribuyen alea-
toriamente alrededor del eje central, lo que indica que
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existe homocedasticidad de los residuos, dato que con-
firma los resultados obtenidos en la Tabla 1. La Figura
1b) muestra un grafico Q-Q en el que se observa que
los residuos siguen una tendencia de normalidad y la
Figura lc) expone un grafico de la raiz de los residuos
estandarizados frente a escala-localizacién. En este tl-
timo grafico, los residuos no siguen ningun patrén y se
distribuyen en torno al eje principal, por lo que se cum-
ple el supuesto de linealidad e independencia.

Valores residuales vs. ajustados Normal Q-Q Ubicaciones de escala
] ol5 . 150 |8 1 1o 5 239 250
S q o "8 o "é : 4 o o o
(=) ° o g E o© o E ° o °
g | £ ° £ 18 :
= & o ° = 000 5 = ° 8
= =] o R o °o| & - % S ) o
S ° 8 =1 o g Jo ° °
~ g 8 3 000 g < | ° 5 © ©
8 o ,.g _ o® "E =] o
S o 'g 1] 0° o° é 4
ol 023925 | o = °
T T T T 023 ° 25 > g 1 T T T T
T T T T T
0.4 0.6 08 1o -2 -1 0 1 2 0.4 0.6 0.8 1.0
Valores ajustados Cuantiles tedricos Valores ajustados
a) Im (Area ~ Concentracion) b) Im (Area ~ Concentracién) c) Im (Area ~ Concentracion)

Figura 1. Gréficos RStudio para corroborar la regresion lineal: a) homocedasticidad de los residuos, b) normalidad de los residuos y c)

linealidad e independencia de los residuos.

Teniendo en cuenta los criterios de aceptacion para
cada uno de los supuestos, se puede concluir que los
datos proporcionados por el GF-AAS para un rango de
curva de calibracién de 20 a 100 pg/L se ajustan a un
modelo de regresion lineal simple, por lo que el método
se describe mediante una funcién del tipo y = mx + n.
La Figura 2 muestra la curva de calibracion obtenida
para la determinacion de Pb en muestras de suelo con
su ecuacion de la recta.

1.40

1.20
< 1.00
&
=0.80
[

o
= 0.60
i

3 0.40 y=0.0098x + 0.1177

2
0.20 R*=0.9976

0.00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Concentracién de Pb (pg/L)

Figura 2. Curva de calibracién obtenida para la cuantificaciéon de
Pb en suelo urbano.

Los resultados de LOD y LOQ fueron de 4.88 y 8.68
ug/L respectivamente, por lo que el equipo GF-AAS po-

DOI : 10.20983/culcyt.2023.3.2.3

dra determinar y cuantificar concentraciones de Pb por
encima de estos limites.

DETERMINACION DE LA PRECISION

Los resultados de los parametros de repetibilidad y re-
producibilidad se muestran a continuacion en la Tabla
2. Como puede observarse, los valores de variabilidad
proporcionados por la repetibilidad y la reproducibili-
dad oscilaron entre 0.1163 y 0.3151 %, respectivamen-
te, cumpliéndose, por tanto, los criterios de aceptacion
para cada parametro e indicando que el equipo es ca-
paz de repetir y reproducir los mismos datos, aunque se
cambie el analista o los dias de medida.

TABLA 2
RESULTADOS DE LA VARIABILIDAD DE LA REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD
CRITERIO DE
VARIABLE , REsSULTADOS
ADAPTACION
Repetibilidad % Var <1 % 0.1163
Reproducibilidad % Var <1 % 0.3151

La Figura 3 que se presenta a continuacién muestra la
variacion entre los analistas en los tres niveles de con-
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centracion estudiados, para lo cual se tomaron las tres
diluciones preparadas por cada analista para los tres ni-
veles de concentracion y se le realizaron tres réplicas a
cada una, para un total de nueve mediciones por niveles
de concentracion. Este grafico se obtuvo con el paquete
estadistico GageR&R de RStudio.

Operador de interaccion:Part

0.8
1

Media de mediciones
\
\

0.4

Part

Figura 3: Diferencias entre las mediciones realizadas por dos ana-
listas diferentes para un total de nueve muestras por analistas.

Como puede verse en el grafico, hay muy poca varia-
cién entre los analistas (1 y 2) en los tres niveles de
concentracién estudiados.

DETERMINACION DE LA VERACIDAD

Los resultados de veracidad se muestran en la Tabla 3,
presentada a continuacion.

TABLA 3
RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION

NIVELES DE PORCENTAJE DE

CONCENTRACION RECUPERACION
Nivel Bajo 103.4837
Nivel Medio 105.7488
Nivel Alto 99.0719

Los valores del porcentaje de recuperacion oscilaron
entre 99 a 106 %. El rango de concentracién tomados
para la validacién analitica fue de 20 a 100 pg/L, niveles
alos que les corresponde un rango de 60 a 115 % y de 80
a 110 %, respectivamente 2. Al comparar los resultados
obtenidos se observa que se encuentran en este rango,
por tanto, se puede afirmar que el GF-AAS es capaz de
producir datos que son reales y certeros bajo las condi-
ciones estudiadas.

DOI : 10.20983/culcyt.2023.3.2.3
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INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
La Figura 4 muestra un diagrama de espina de pescado

que relaciona las fuentes de incertidumbre que existen
durante el proceso de medicion del Pb.

Perkin
Analista Elmer Entorno
Curva de Temperatura
calibracién
Humedad

Repetibilidad Repetibilidad Flujo de

corriente
Reproducibilidad \ Reproducibilidad

Concentracién

de Pb

Incertidumbre Repetibilidad

del reactivo
Reproducibiliad

Reactivos Balanza

Figura 4. Diagrama de incertidumbre de medicién de Pb en suelos
urbanos.

IV. CONCLUSIONES

Al determinar la incertidumbre combinada de todas
las fuentes de incertidumbre se calculd la incertidum-
bre expandida con un factor de cobertura (K = 2), ob-
teniendo por tanto un valor de 0.012 mg/kg.

Los resultados obtenidos en este estudio manifiestan
el cumplimiento de los requisitos para una validacién
analitica convencional y también demuestran que tan-
to la preparacion y manejo de la solucién estandar eva-
luada de Pb como el material de cristaleria y el equipo
Pelkin Elmer utilizado en el estudio, permiten cuan-
tificar valores por encima de 8.68 ug/L; reproducir y
repetir resultados a pesar de que se cambien factores
externos, como son los analistas, y producir resultados
exactos en la matriz de estudio (estos datos son descri-
tos por un modelo de regresion lineal simple bajo la
funcién y = mx + n). Por lo tanto, este equipo es ade-
cuado para el proposito descrito: la cuantificacion de
Pb en muestras de suelo urbano para la evaluacién fu-
tura del impacto ambiental ocasionado por las ladrille-
ras artesanales en los suelos urbanos de Ciudad Juarez,
asi como para otros estudios potenciales de Pb y otros
metales en suelos y agua

El empleo del software RStudio como alternativa para
realizar célculos estadisticos de la validacién indico
que es apto para este propodsito, donde se obtuvieron
todos los resultados en menos de 30 minutos de ejecu-
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cién. El script de programacién generado durante este
proceso puede ser llevado a grandes escalas fuera del
laboratorio analitico, ayudando a distintas empresas de
produccidn con su control de calidad de procesos.
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