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ABSTRACT

This project has been carried out in “Laboratori Analitic Valls”. It is an analysis
and quality laboratory and covers an area of action focuses mainly on the
Tarragona and Conca de Barbera.

The aim of this final grade project is to validate the method for analysing the
sodium and magnesium by atomic absorption and emission spectrometry in the
biscuits. The center recently analysed food and the type of food that is the most
analysed are the biscuits. Also, the equipment Aanalyst 400 is new because the
other equipment was spoiled. Therefore, this method has not been validated in
the new equipment. So, this is the issue on which this work is based.

Another objective is to decide what method atomic emission or absorption
spectrometry is better to determine sodium in the biscuits.



1. OBJECTIUS

1.1 Objectiu principal

e Validar el métode modificat pel laboratori Analitic Valls per determinar el
magnesi i el sodi mitjancant espectrometria d’absorcié atdomica, i en el
cas del sodi, també per emissio atomica en galetes.

1.2 Objectius especifics

e Determinar els parametres de qualitat els quals inclouen la linealitat,
limits de quantificaci6 i deteccid, precisio, exactitud, sensibilitat i
selectivitat del métode per la determinacié de sodi i magnesi mitjancant
espectrometria d’absorcié atdomica (EAA) i espectrometria d’emissio
atomica (EEA).

e Elaborar els procediments normalitzats de treball tant de I'instrument
Aanalyst 400, aixi com el procediment especific d’assaig per determinar
el Nai el Mg en les galetes.

e Decidir quina técnica és la més adequada si L'EAA o EEA per
determinar el sodi en les galetes.



2. INTRODUCCIO

Aquest treball s’ha realitzat al laboratori Analitic Valls que és un laboratori
d’analisi i control de qualitat, situat a Valls i que engloba una area d’accié
centrada principalment al camp de Tarragona i la Conca de Barbera. Aquest
centre es dedica principalment a I'analisi d’aiglies residuals, de consum, de
sanitat (piscines, dutxes de complexos esportius, campings...), de rec, de pou i
de les torres de refrigeracio. També es fan analisis d’aliments i de sols.

El laboratori esta acreditat per TENAC i les analisis que es realitzen segueixen
un procediment normalitzat de treball. Per aquest motiu es necessita que tots
els metodes utilitzats en les diferents analisis i tractats en els equips del
laboratori estiguin validats. El laboratori es divideix en dos departaments el
Microbiologic i el Quimic, en aquest ultim és on es va fer el treball i
principalment es realitza I'analisi dels parametres fisicoquimics de les aigues i
'analisi de metalls tant en aigiies com en aliments mitjangant I'espectrometria
d’absorcio i emissio atomica.

L’analisi d’aliments en aquest laboratori és relativament nou. Com l'aliment que
més s’analitza son les galetes, va sorgir la necessitat de validar el métode de
determinar el sodi i el magnesi mitjancant I'espectrometria d’absorcio i emissio
atomica amb l'instrument Aanalyst 400 en galetes, aquest equip va ser adquirit
recentment, ja que I'anterior es va fer malbé, per tant aquest metode encara no
ha estat validat en el nou equip. Per tant, aquest €s el tema en que esta centrat
aguest treball.

La realitzacio d’aquest treball ha estat possible gracies a l'interés per la quimica
analitica i als coneixements previs assolits durant els quatre anys de la carrera.
Aquests coneixements inclouen la utilitzacio instrumental de I'espectrometre
d’absorcié atdmica i el tractament i analisis d’aliments, tant en I'ambit teoric
com experimental.



3. FONAMENTS

3.1 Espectrometria atomica

L’espectrometria atomica s’utilitza en la determinacié quantitativa i qualitativa
en més de 70 elements, és una técnica molt utilitzada a causa de la seva alta
selectivitat, sensibilitat, rapidesa i comoditat. Les tecniques analitiques que se’'n
deriven son l'espectrometria d’absorcié atomica, I'espectrometria d’emissio i
I'espectrometria de fluorescéncia. La majoria d’'instruments d’absorcié atomica
també estan equipats per operar en mode d’emissio.*?

El primer pas per determinar els analits és I'atomitzacié de la mostra, el tipus
d’atomitzador que s’ha fet servir ha estat de flama, com I'objectiu de I'analisi era
determinar el Na i el Mg que facilment s’ionitzen, el combustible i 'oxidant que
es va utilitzar va ser I'acetilé i 'aire que arriben a temperatures dels 1700 als
2400°C. *

3.1.1 Espectrometria d’emissi6 atomica

La mostra és aspirada per I'espectrometre cap a una flama. En aquesta flama,
les molecules presents en la mostra es converteixen en atoms lliures. A causa
de la calor produida per la flama es produeix I'excitacio dels electrons dels
atoms lliures a orbitals més elevats, és a dir a estats excitats. El temps de vida
d'un atom excitat €s breu i en tornar al seu estat fonamental va acompanyat de
I'emissié d'un foté de radiacié, aquesta radiacié passa per un monocromador
que selecciona la longitud d’ona especifica per aquella analisi, seguidament
passa per un fotodetector que mesura la poténcia d’aquesta radiacio, la qual és
amplificada i enviada a un dispositiu de lectura. La poténcia de radiacié que
emet un analit després de [l'excitaci6 és directament proporcional a la
concentracié de I'analit en un interval de concentracié limitat. *2

3.1.2 Espectrometria d’absorcié atomica

Aquesta técnica consisteix a aspirar una mostra que és nebulitzada i introduida
dintre de la flama on és desolvatada, volatilitzada i atomitzada. Al mateix
temps, es dirigeix un feix de llum d’una determinada longitud d’ona a través de
la flama on es produeix I'absorcié de la radiacié per part dels atoms en estat
fonamental que passaran a un estat excitat, la radiacio arriba fins a un
monocromador i un tub fotomultiplicador que actua com a transductor, el senyal
s’amplifica i passa al sistema d’adquisicié de dades. Donat que cada metall té
la seva propia longitud d’ona d’absorcié caracteristica, s’utilitza com a font
lluminosa una lampada del metall a determinar. Les lampades que es solen
utilitzar s6n de catode buit i amb menys frequéncia les de descarrega sense
eléctrodes.*



Es pot relacionar 'absorbancia amb la concentracié mitjangant 'equacié de la
llei de Beer, que és representada a continuacioé:

A=¢-b-c

On ¢ és el coeficient d’extincié molar expressat en L mol™ cm™, b és la longitud
de la cubeta en cm i ¢ és la concentracié de I'analit expressada en mol/l. 3

Figura 1. Espectrometre d’absorcié atdmica Aanalyst 400.*

3.2 Sodi i magnesi

Entre els elements més abundants de I'escorca terrestre estan inclosos el Na i
el Mg. La seva alta abundancia natural i I'alta solubilitat de les sals que formen
sén l'origen de la seva elevada biodisponibilitat, juntament amb espécies
anioniques com els clorurs s’anomenen macronutrients i es troben en altes
concentracions en els humans, en laigua de mar i en l'escorga terrestre
respecte altres elements del seu grup.>®

3.2.1 Sodi

Es un cati6 monovalent més abundant en els fluids extracel-lulars. La funcié
principal i la més coneguda és el seu paper en la bomba de Na'/K*, on
mitjancant aquest mecanisme intervé en els impulsos nerviosos i en la
contraccié muscular. També és I'encarregat de regular el repartiment de l'aigua
de l'organisme, la pressio i el volum sanguini i de preservar I'equilibri acid-base,
ja que contribueix a mantindré la pressié6 osmotica constant. >’

L’excés de sodi en la sang és degut a una ingesta excessiva de sodi 0 per un
déficit d’aigua, provocant hipertensio i malalties cardiovasculars.® El déficit de
sodi en la sang és degut a un excés d’aigua o a un deficit de I'id sodi donant
lloc a la hiponatremia, els simptomes que es poden observar s6n nausees,
hipoglucémia i reduccié de la hipotensié.®

El clorur de sodi, és a dir, la sal és la principal font de sodi en la dieta. Segons I
OMS la ingesta diaria maxima recomanada de sodi és de 2 g.
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3.2.2 Magnesi

Es un cati6 divalent que es troba en els ossos i en els fluids intracel-lulars. Les
seves funcions principals és formar un complex amb la molecula de ATP que té
un paper important en la fosforilacid, és essencial en la transmissié de I'impuls
nerviés. També regula i competeix amb la bioquimica del Ca. "*°

El seu déficit es pot detectar a través de la preséncia d’excitacid nerviosa i
muscular excessiva amb tremolors, canvis de personalitat, anoréxia, vomits,
debilitat, etc.” La toxicitat per magnesi és poc probable, s’associa amb
alteracions del sistema nervios central amb anestesia i inclis paralisis, també
pot inhibir la calcificaci6.™

La principal font de magnesi en la dieta son els vegetals, marisc, fruits secs i
productes integrals'®. La ingesta diaria recomanada de magnesi diaria segons
el Real decret 930/1992 és de 300 mg.*

3.3 Galetes

Les galetes s6n un producte alimentari molt consumit entre joves i adults,
aguesta alta popularitat és deguda al seu baix preu, al seu alt contingut nutritiu i
a la seva gran varietat.**

Tot i la gran varietat la composicié nutritiva en general inclou un alt contingut
d’hidrats de carboni del 60 al 70%, en els que es troben polisacarids i alts
continguts de sucre, també contenen d'un 12 a un 25% de lipids i acids
grassos, dels quals més del 50% sén saturats i un 30% s6n monoinsaturats.
Els minerals que es poden trobar en les galetes sén en major quantitat el sodi i
el potassi seguits pel magnesi i el calci i amb menor concentracié el ferro.*>°

Els avantatges de consumir-les sén I'aportament energétic a causa de lalt
contingut de carbohidrats, és un aliment cardiosaludable, ja que té un contingut
baix en sodi, colesterol i calories, a més son riques en acid folic del complex B
ajudant a prevenir defectes en el cervell i en la medul-la dels nadons en el
naixement.*’

El consum de galetes es manté estable durant els dltims quatre anys, pero
aquesta estabilitat ve donada a l'adaptacié als nous gustos i habits del
consumidor. Durant el 2016 es van consumir 5,6 kg per persona, es van vendre
500 milions de kg de galetes.*®



3.4 Validacio d’un meétode

La validacié consisteix en la confirmacié a través de 'aportacié d’'una evidéncia
objectiva que s’han complert els requisits per a una utilitzacié o aplicacié
especifica prevista (ISO 9000).°

Segons la norma ISO/IEC 17025 s’hauran de validar els meétodes no
normalitzats, metodes desenvolupats o dissenyats pel laboratori, métodes
normalitzats utilitzats fora del seu ambit d’aplicaci6 i amplificacions o
modificacions de métodes normalitzats.*®

3.4.1 Parametres de qualitat

Els parametres de qualitat sén criteris quantitatius utilitzats per decidir si un
meétode és valid o no, és a dir, si és adequat per resoldre un problema analitic.
Aquests parametres son I'expressidé numeérica d’'una série de caracteristiques
de qualitat dels métodes com la linealitat, precisid, exactitud,
selectivitat/especificitat, sensibilitat, limit de deteccié i de quantificacid, i la
robustesa.*

3.4.1.1 Linealitat i interval de linealitat

La linealitat és la capacitat del métode analitic d’obtenir resultats directament
proporcionals a la concentracié de 'analit en la mostra.*®

Per determinar la linealitat del métode es mesura el blanc, a continuacié
s’analitzen cinc o més solucions que continguin una concentracié d’entre 80-
120% de la concentracio esperada de l'analit. A partir d’'un calcul estadistic
mitjangant I'analisi de regressio s’obté una equacié lineal (y= bx + a) i el valor
del coeficient de determinacié (r?).

Per comprovar la linealitat és fa mitjancant el grafic de residuals, aquest grafic
representa la desviacid de les dades experimentals respecte a les dades
calculades. Aquest grafic s’obté a partir de la diferéncia del valor observat de la
resposta (y) i el valor calculat de y per cada valor de concentracié (Xx)
(Yexperimenta— Yecalculada)- ES considera que és lineal quan s’obté una distribucio
aleatoria dels residuals al voltant de zero.

Normalment per determinar la qualitat de la regressid es sol utilitzar el
coeficient de determinacié (r?). Per considerar que hi ha un bon ajust, en la
majoria dels casos es sol agafar com a criteri r*>0.995.

L’interval de linealitat, que també es pot anomenar com interval de treball, és
I'interval de concentracié on el pendent de la recta es manté constant. Engloba
des de la concentracid6 més petita que sol ser el limit de quantificacio fins a la
concentracid més gran seguint una linia recta amb una precisio i exactitud
acceptable.?
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3.4.1.2 Limit de deteccio i limit de quantificacio

El limit de deteccié (LOD) és la concentraci® minima d’analit que es pot
mesurar amb una estadistica raonable (AOAC)%, és a dir, és la concentraci6
minima amb la qual l'analit pot donar un senyal que sigui distingible
significativament al senyal del blanc, i per tant, que es pot detectar.

Per conveni s’ha arribat a una expressio per calcular el limit de deteccié de
forma quantitativa, aquesta férmula es pot observar en I'equacio 2.

LOD = 36b1
Equacié 2. Obtencié del limit de detecci6.??

Aquesta expressio s’obté a partir de fer n mesures del blanc obtenint aixi la
seva desviacio estandard de la concentracié del blanc(oy,).

El limit de quantificacio (LOQ) és la minima concentracié d’analit que es pot
determinar amb una repetibilitat i exactitud acceptables.? Aquesta
concentraci6 minima moltes vegades es considera com el limit inferior de
l'interval de linealitat.

Aquesta expressio s'obté a partir de fer n mesures del blanc obtenint aixi la
seva desviacio estandard de la concentracio del blanc(oy,;). Com en el LOD la
férmula necessaria per trobar el LOQ s’ha decidit per conveni i és I'equacio 3.

LOQ = 100bl
Equacié 3.0btenci6 del limit de quantificaci6.?

3.4.1.3 Precisi6

La precisio del metode és el grau de concordanca entre els resultats obtinguts
en aplicar repetidament i independentment el mateix métode analitic sota unes
condicions estipulades.?

Com més diferents siguin les condicions experimentals hi haura una major
variabilitat, una major dispersio i per tant una menor precisié. Es pot considerar
la precisi6 del métode en tres nivells diferents®:

- Repetibilitat: Grau de concordanca entre els resultats obtinguts quan un
mateix analista, en un mateix laboratori i amb els mateixos instruments
fa diferents repeticions de la mateixa mostra en un periode de temps
curt.

- Precisio intermedia: Grau de concordanca dels resultats obtinguts quan
hi ha una o més variables diferents entre les repeticions d’'una mateixa
mostra, com per exemple, quan el metode s’aplica a la mateixa mostra
repetida pel mateix analista, pero en diferents dies.

11



- Reproductibilitat: Grau de concordanca dels resultats obtinguts quan
totes les variables son diferents, és a dir, quan distints analistes, distints
laboratoris i en distints dies es fan diferents repeticions de la mateixa
mostra.

La precisi6 s’expressa com la desviacio estandard dels resultats un cop
eliminat els resultats discrepants. Quan es vol calcular la repetibilitat i la
precisi6 intermedia a la vegada es fa mitjancant la taula ANOVA representada a
la taula 1.

Taula 1. Expressions de la taula ANOVA per calcular la precisio.??

Variancia Expressio Graus de llibertat
Repetibilitat (S2) MSe p(n=1)
Entre séries (Sseric) MSgsrie — MS,
n
Intermédia (S?) Sserie + 5,2 p—1

P vn 2
_ Xjmq Zj=1(Xi—K)

p(n-1)

nYyh_ (%-%)?

MS, -

MSgerie =

El criteri d’acceptabilitat per la precisid es va seguir en base del coeficient de
variacié d’Horwitz, aquest diu perqué un métode sigui precis s’han de complir
uns estandards de qualitat, en condicions de repetibilitat s’ha de complir que el
CV < 1/2 CVy i en condicions de precisio intermedia CV < 3/2 CVy. El coeficient
de variacid d’Horwitz (CV4) es calcula com CVu= 23990°C on C és la
concentracié del analit.*

3.4.1.4 Exactitud

L’exactitud és la proximitat entre el resultat d’'un assaig i un valor de referéncia
acceptat (AOAC)*.Normalment s’estudia com a dos component la veracitat i la
precisio, ja que I'exactitud es troba avaluant els errors sistematics i els errors
aleatoris del métode.

La veracitat €s el grau de concordanca entre la mitjana d’'una série de repliques
produides amb el metode respecte a un valor de referéncia acceptat,
normalment es sol expressar en termes de biaix.®

Hi ha tres formes diferents que s’empren majoritariament per determinar-la
mitjangant l'analisi de materials de referéncia, experiments de recuperacio
utilitzant mostres addicionades i la comparacié dels resultats obtinguts
mitjancant un altre metode de referencia. En el treball es va utilitzar la primera
opcio.

12



Mitjancant el test t Student es determina si el métode és verag o no. Primer s’ha
de calcular la tc4 seguint 'equacio:

Equacié 4. Obtencié de la tea.?

On x,..r €s el valor de referencia, x es el valor mitja dels resultats obtinguts, n

és el nombre de mesures realitzades pel metode, S és la desviacié estandard
de les mesures realitzades pel metode i u(x,.r) és la incertesa combinada

estandard del material de referencia.

A continuacid, s’estableix la tiap mirant la taula t Student de dues cues amb un
interval de confianga del 95% (a=0.05) i amb n-1 graus de llibertat, n és el
nombre de mesures realitzades pel metode.

En el cas que la tey < tiap VoI dir que no hi ha diferéncies significatives entre les
mitjanes per a un nivell de significanca del 0.05 i per tant el métode és verag.

3.4.1.5 Selectivitat

La selectivitat és el grau amb qué el métode pot determinar I'analit d’interés en
preséncia d’altres analits, matrius o materials que puguin produir interferéncies
(AOAC)?,

La selectivitat del métode es pot determinar de diverses formes, com per
exemple, preparant dos rectes de calibratge una a partir dels patrons de
calibratge de l'analit i I'altre amb addicions estandards on als patrons se li
afegeix la mateixa quantitat de mostra. Es compara estadisticament les
pendent de les dues rectes per veure si hi ha o no diferéncies significatives
entre elles.®

Primer es comparen les variancies de les dos pendents mitjancant un test F
Fisher, si aquestes difereixen significativament (F¢a > Fiap) NO €s pot calcular la
variancia conjunta i es fara el test de Cochran, segons com s’indica en
'equacio 5. En canvi, si no hi ha diferéncies significatives per a les variancies
(Feca < Frap) €s podra calcular la variancia conjunta en el test t segons s’indica
en I'equacié 6.%°

En les dues equacions X;i X, representen els pendents de les dues rectes, ny i
n, s6n el nombre de punts que té la recta, s; i S, soOn les desviacions
estandards dels pendents, sz és la variancia conjunta i v son els graus de
llibertat.

13



2 2
$1.,52y2
X% Gyt

— — n; np
teal = —— V= o4 <4 ttab(oc,nl n,—2)
s?  s3 ot 2 ’
(n_i.}.i) n{(n1-1) n5(nz-1)

Equacio 5. Calcul del test t en el cas que hi hagi diferéncies significatives entre
les variancies.?

2 _ (ny—1)S%+(n,—1)S3

teq = — S.
cal SIZ) i i) 14 n1+n2_2

teab(a,v)

Equacio 6. Calcul del test t en el cas que no hi hagi diferéncies significatives
entre les variancies. %

Si la tcy < tiap VoI dir que no hi ha diferéncies significatives entre els pendents, i
no hi haura efecte matriu.

3.4.1.6 Sensibilitat

La sensibilitat és la capacitat del metode per diferenciar dues concentracions
molt semblants de l'analit. Com més baixes son les concentracions que es
poden diferenciar més alta sera la sensibilitat del métode. Aquest parametre es
qguantifica com el pendent en el tram lineal de la recta de calibratge, per tant
com major sensibilitat major sera el pendent de la recta.?

3.4.1.7 Robustesa

La robustesa d’'un procediment analitic és la mesura de la seva capacitat per no
ser afectat per petites perdo deliberades variacions en les condicions
experimentals del métode (com poden ser el pH, la temperatura, la for¢a ionica,
etc.) i proporcionar una indicacié de la seva fiabilitat durant la seva utilitzacié
normal (ICH)?". Amb la robustesa es vol avaluar la variabilitat dels resultats
deguda a una variacio aleatoria de les condicions experimentals, en definitiva,
es vol predir quina és la dependéncia del métode respecte a aquells factors que
creen la variabilitat dels resultats.
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4 PART EXPERIMENTAL

En aquest apartat es descriu el procediment que s’ha seguit per realitzar la
validacio del metode per determinar el sodi i el magnesi en galetes mitjancant
'espectrometria atdmica emprant I'espectrometre Aanalyst 400. EI metode
utilitzat ha estat el descrit per la AOAC? i per als métodes normalitzats per
lanalisi d’aigiies potables i residuals APHA-AWWA-WPCF?® amb lleus
modificacions.

El procediment de validacié ha estat establert per la guia Eurachem®®, la qual
es centra en la validaci6 interna de métodes, realitzada pel mateix laboratori.
Permet avaluar els principals parametres de qualitat necessaris per validar el
metode.

4.1 Equips, reactius i material

A continuacio s’especifica un llistat amb tots els equips, reactius i materials
necessaris per dur a terme la validacié del metode.

4.1.1 Equips

- Espectrometre d’absorcié atomica Perkin ElImer Aanalyst 400
- Lampada de catode buit multielement de Mg-Ca-Zn i Na-K

- Compressor d’aire

- Balanca analitica

- Mufla

- Placa calefactora

- Campana extractora de gasos

4.1.2 Reactius

- Patr6 de referéncia de Na de 1000 mg/L comercial Scharlau
- Patré de referencia de Mg de 1000 mg/L comercial Scharlau
- Acid clorhidric al 35%
- Acid nitric concentrat al 60% (p/p)
- Aigua destil-lada
- Gasos:

o Acetilé 99.6% de puresa

o Aire
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4.1.3 Material

- Gresols

- Espatula

- Gots de precipitats de vidre de 100 i 150 ml

- Proveta graduada de 25 ml

- Pipetes aforades de dues linies de graduacio de 1, 2, 5, 10, 15, 20 i
25 ml

- Matrassos aforats de 50 i 100 ml

- Vareta de vidre

- Flasco rentador

(Tot el material volumétric és de classe A)

4.2 Procediment

4.2.1 Mostres d’analisis

El material de referéncia utilitzat per la validaci6 ha estat el que porta per
referencia LGC7 103 Sweet digestive biscuit. El valor de referencia ha estat
obtingut per un exercici interlaboratori on cada laboratori ha fet 5 mesures
replicades del material, el métode analitic utilitzat no ha estat especificat. A la
taula 2 es pot veure tant el valor obtingut del sodi com del magnesi en
determinar el material de referéncia per la LGC.*°

Taula 2. Dades rellevants del material de referéncia certificat.

Nombre de | Valor avaluat Incertesa Factor de
Metall :
laboratoris (mg/L) (mg/kqg) cobertura, k
Sodi 11 5010 400 2,2
Magnesi 11 254 59 2,2

4.2.2 Neteja del material

Per eliminar les possibles traces que es poden trobar en el material utilitzar s’ha
de netejar bé, en concret, per I'analisi de metalls que sén abundants en l'aigua
d’aixeta o que linterval de treball en EAA per flama sigui molt petit. Entre
aquests metalls s’inclou el Na i el Mg.

Tant el material de vidre com els gresols s’ha de netejar amb aigua destil-lada,
seguidament submergir-los en HNO3 al 20% v/v i posteriorment rentar-lo amb
aigua destil-lada 3 vegades. Deixar-ho assecar a I'estufa.?®
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4.2.3 Conservacio de la mostra

L’unica mostra que s'utilitzara en aquesta validacio és el material de referéncia,
aquest s’ha de conservar tancat a la nevera a una temperatura de 4 a 5°C. Una
vegada obert s’ha de traspassar a un pot de vidre amb tapa net i sec, abans
d'utilitzar-lo s’ha dhomogeneitzar | mantenir a una temperatura
aproximadament de 20°C.*°

4.2.4 Tractament de la mostra

L’objectiu principal del tractament de la mostra és I'eliminacié de la mateéria
organica, obtenint aixi 'analit d’interes lliure de possibles interferencies. El tipus
de tractament que és dura a terme és per via seca o calcinacio, és un metode
senzill que permet el tractament simultani de moltes mostres, amb un risc baix
de contaminacié.®

El procediment consisteix a pesar 1 g de mostra en la balanca analitica en un
gresol, s’'introdueix a la mufla a 550°C el temps minim necessari per obtenir
cendres blanques, aproximadament entre 3 i1 5 h. Deixar refredar i traspassar a
un got de precipitats amb I'ajuda d’aigua destil-lada, afegir 5 ml d’'HNO3 i 5 ml
d’HCI mesurats amb proveta. Posar el got en una placa calefactora durant 10
min un cop ha arribat a ebullicié, s’ha d’evitar que la mostra s’arribi a assecar
per evitar-ho s’ha d’anar afegint aigua destil-lada. Deixar refredar i transferir-lo
a un matras aforat de 100 ml, enrasar amb aigua destil-lada.

4.2.5 Precaucions de seguretat

Durant tot el procediment de validacid hi ha diversos reactius que poden
suposar algun perill per la salut, aquests reactius estan descrits a la taula 3.3

Taula 3. Caracteristiques de toxicitat i manipulacié dels reactius.

) ) Possibles )
Reactiu Perills : Prevencions
accidents
Acid clorhidric Toxic i corrosiu. | Esquitxades en la | Utilitzar guants i
pell i els ulls, treballar sota la
Comburent, vessament i campana
Acid nitri corrosiu, toxicitat > , pan
cia nitric aguda i sufocaci6 a causa d’extraccio de
cancerigen. dels gasos acids. gasos.

4.2.6 Preparacio de les solucions

Per dur a terme la validacio s’han de preparar diverses solucions tant dels
patrons de calibratge com de la mostra. La preparacio d’aquestes solucions
esta descrita a continuacio tant per al sodi com per al magnesi.
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4.2.6.1 Determinaci6 del Na

Preparaci6 dels patrons de calibratge

Abans d’analitzar la mostra s’ha de generar la recta de calibratge. A partir de la
solucio intermedia de 20 mg/L de Na es van preparar 7 patrons de diferents
concentracions.

- Soluci6 intermedia de 20 mg/L de Na: Es van agafar 20 ml, amb una pipeta
aforada de doble linia de graduacié, de la solucié mare comercial de 1000 mg/L
de Na (nitrat de sodi en HNO3 0,5 mol/l) i es van enrasar en un matras aforat de
100 ml amb aigua destil-lada.

- Solucions patrons: Es van preparar a partir de la solucié intermédia de 20
mg/L i es van enrasar en matrassos de 50 ml amb aigua destil-lada. Tant els ml
agafats com la concentracié dels patrons es mostren a la taula 4.

Taula 4. Patrons de sodi.

Patré 1 2 3 4 5 6

Concentracio6 08 2 4 6 8 10
(mg/L Na) ’

Volum (ml) 2 5 10 15 20 25

Preparaci6 de les dilucions del material de referéncia

Per realitzar la validacié es necessiten una serie de mostres del material de
referencia que representin tot l'interval de concentracio, aquestes mostres es
van preparar a partir d 1 g del material que es va portar a digestio i es va
enrasar en un matras aforat de 100 ml, la concentracio6 final és de 50 mg/L de
Na.

Es van preparar 3 nivells de concentracio partir de la dilucié del material de
referéncia amb una concentracio de 50 mg/L de Na. El nivell 1 correspon a una
concentracio baixa d’ 1 mg/L, el nivell 2 a una concentracié mitjana de 5 mg/L i
el nivell 3 a una concentracié alta de 10 mg/L de Na.

- Mostra 1 mg/L de Na: Es va agafar 1 ml de la solucié del material de
referencia amb una concentracié6 de 50 mg/L, i es van enrasar amb aigua
destil-lada en un matras aforat de 50ml.

- Mostra 5 mg/L de Na: Es va agafar 5 ml de la solucié del material de
referencia amb una concentracié6 de 50 mg/L, i es van enrasar amb aigua
destil-lada en un matras aforat de 50 ml.
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- Mostra 10 mg/L de Na: Es va agafar 10 ml de la solucié del material de
referéncia amb una concentraci6 de 50 mg/L, i es van enrasar amb aigua
destil-lada en un matras aforat de 50 ml.

4.2.6.2 Determinacio del Mg

Preparaci6 dels patrons de calibratge

Primer de tot, s’ha de construir la recta de calibratge per dur a terme I'analisi de
la mostra, es van preparar 7 patrons de diferent concentracié a partir de la
solucio intermedia de 10 mg/L de Mg.

- Soluci6 intermedia de 10 mg/L de Mg: Es van agafar 10 ml, amb una pipeta
aforada de doble linia de graduacié, de la solucié mare comercial de 1000 mg/L
de Mg (nitrat de magnesi en HNO3 0,5 mol/l) i es van enrasar en un matras
aforat de 100 ml amb aigua destil-lada.

- Solucions patrons: Es van preparar a partir de la solucié intermédia de 10
mg/L i es van enrasar en matrassos de 100 ml amb aigua destil-lada. Tant els
ml agafats com la concentracio dels patrons es mostren a la taula 5.

Taula 5. Patrons de magnesi.

Patré 1 2 3 4 5 6
Concentracio 0.2 0.5 1 15 ) 25
(mg/L Na) ’ ’ ’ ’
Volum (ml) 2 5 10 15 20 25

Preparaci6 de les dilucions del material de referéncia

Per realitzar la validacio es necessiten una serie de mostres que representin tot
I'interval de concentracid, aquestes mostres es van preparar a partir d’ 1 g del
material de referencia que es va portar a digestio i es va enrasar en un matras
aforat de 100 ml, la concentracio final és de 2,5 mg/L de Mg.

Es van preparar 3 nivells de concentracié a partir de la dilucié del material de
referencia amb una concentracié de 2,5 mg/L de Mg. El nivell 1 correspon a
una concentracio baixa de 0,2 mg/L, el nivell 2 a una concentracié mitjana d’ 1
mg/L i el nivell 3 a una concentraci6 alta de 2,5 mg/L de Mg. En aquest ultim
nivell no cal fer la dilucié del material de referéncia, ja que aquesta és la
concentracio de la solucio.

- Mostra 0,2 mg/L de Mg: Es va agafar 5 ml de la solucié del material de
referencia amb una concentracié de 2,5 mg/L de Mg, i es van enrasar amb
aigua destil-lada en un matras aforat de 50 ml.
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- Mostra 1 mg/L de Mg: Es va agafar 20 ml de la solucié del material de
referéncia amb una concentracié de 2,5 mg/L de Mg, i es van enrasar amb
aigua destil-lada en un matras aforat de 50 ml.

4.2.7 Condicions de I'equip

Les condicions utilitzades en I'espectrometre tant d’emissié com d’absorcié sén
especifigues per a cada metall. Les condicions optimes sén donades per al
mateix espectrometre, encara que es van fer diverses proves per confirmar que
aquestes son les millors condicions, I'unic parametre que es va canviar
respecte a les condicions optimes ha estat el flux d’acetile en el cas del Mg. A
la taula 6 es poden observar aquestes condicions tant per al sodi com per al
magnesi.

Taula 6. Condicions experimentals utilitzades en I'espectrometria d’aborcid
atomica

Na Mg
Longitud d’ona (nm) 589,00 285,21
Amplada d’obertura 1.8/0.6 2.7/1,05
(hm)
Soroll relatiu 1 1
Concentracio 0.007 0.004
caracteristica (mg/L)
Comparacio de
sensibilitat (mg/L) 0.3 0.18
Corrent de lampada
(MA) 8 30
Tipus flama Aire/Acetilé Aire/Acetilé
Flux d’acetilé(L/min) 2,5 2,82
Flux d’aire (L/min) 10 10

Les condicions utilitzades en I'espectrometria d’emissidé atdmica per determinar
el Na soén les mateixes que en cas de I'espectrometria d’absorcid, a excepcid
que en el cas de I'emissio no s’utilitza la lampada.
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5 RESULTATS DE LA VALIDACIO

5.1 Determinacio de la linealitat i de I'interval de treball

Es van realitzar diferents assajos segons com s’indica en la guia Eurachem®®
per tal de proporcionar la linealitat i I'interval de concentracié per al metode de
determinar Mg per espectrometria d’absorcié atdmica i de determinar el Na tant
per l'espectrometria d’absorci6 com d’emissié atomica, mitjancant
'espectrometre Aanalyst 400.

Primer es va determinar la linealitat a partir de la mesura d’'un blanc més sis
patrons amb concentracions espaiades ocupant tot I'interval d’interés. Un cop
obtingudes les dades es van representar graficament, la concentracié en I'eix
de les x i la resposta en I'eix de les y. Visualment es van determinar els extrems
inferiors i superiors de linterval lineal, per comprovar-lo es compara amb
I'interval teoric obtingut del PNT de cada metall en concret. Per al Na aquest
interval va des de 0 a 10 i peral Mg de 0 a 2,5.

Un cop s’ha establert una estimacio de I'interval lineal es passa a verificar que
I'interval de treball sigui lineal. Es van tornar a mesurar per triplicat un blanc
més sis patrons amb concentracions espaiades uniformement en linterval
lineal. Es va representar el grafic de residuals on I'eix de les x es troba la
concentracio i en l'eix de les y el residual, el residual es calcula fent la
diferencia entre la resposta trobada experimentalment i la resposta teorica que
s’aconsegueix interpolant la concentraci6 de cada patré en la recta de
calibratge. El coeficient de determinacio és superior a 0,995, el que ens dona
una idea de I'adequacio dels punts a la recta de regressio. De totes maneres, el
més important és que el grafic de residuals segueixi les seglents condicions:

- Els residuals han de mostrar una distribucié aleatoria al voltant de zero.

- Els residuals no han de seguir tendéncies.

- Els residuals aproximadament han de tindre el mateix nombre de valors
positius que negatius.

- Els residuals han de tenir aproximadament el mateix valor absolut, per tant la
mitja dels valors residuals han de donar aproximadament zero.

En el cas que no es compleixin les condicions mencionades i s’observin
tendéncies sistematiques sera un indicatiu de la no linealitat o d’'un canvi de
variancia del nivell.
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5.1.1 Determinacio del Na per espectrometria d’emissié atomica

LINEALITAT

12000
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0 5 10 15 20 25 30
Concentracié (mg/l)

Absorbancia

Grafic 1. Corba de calibratge del Na mitjangant I'espectrometria d’emissié
atomica per determinar la linealitat.

Com s’indica en el PNT de la determinacié del sodi per espectrometria
d’emissié atomica el limit de deteccié del métode és menor a 0,8, I'interval de
linealitat optim va des de 0,8 fins a 10 mg/L. Com s’observa en el grafic 1
I'interval de linealitat s’adapta al descrit en el procediment analitic. Per tant la
recta de calibratge i el grafic de residuals es fara per aquest interval.

A partir de les tres repeticions del blanc més els sis patrons es va fer la mitja
d’aquestes i es va obtenir una sola recta amb el seu coeficient de determinacié

y= 2528,42 x + 272,44 R?=0,9993

GRAFIC DE RESIDUALS
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Grafic 2. Corba de calibratge del Na mitjangant I'espectrometria d’emissié
atomica per determinar la I'interval de treball.
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Un cop obtingudes les dades de cada réplica es pot veure com en el grafic 2
els valors estan distribuits aleatoriament sense mostrar tendéncies, hi ha tres
valors positius i tres negatius de cada réplica i si es fa la mitjana dels residuals
per cada assaig déna aproximadament 0. Per una altra part, el coeficient de
determinacio de la recta obtinguda a partir de les tres repliques, és més gran
que 0.995. En conclusio es pot confirmar que linterval de treball per al Na
determinat per espectrometria d’emissioé atomica és del 0,8 a 10 mg/L.

5.1.2 Determinacio del Na per espectrometria d’absorcié atomica

LINEALITAT
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Grafic 3. Corba de calibratge del Na mitjangant 'espectrometria d’absorcio
atomica per determinar la linealitat.

L’interval de linealitat descrit per al PNT per determinar el sodi per
espectrometria d’emissié atdomica va des de O fins a 10 mg/L. Si s’observa el
grafic 3, l'interval de linealitat s’adapta al descrit en el procediment analitic. Per
tant la recta de calibratge i el grafic de residuals es fara per aquest interval.

A partir de les tres repeticions del blanc més els sis patrons es va fer la mitja
d’aquestes i es va obtenir una sola recta amb el seu coeficient de determinacié

y=2528,42 x + 272,44 R%=0,9993
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Grafic 4. Corba de calibratge del Na mitjangant 'espectrometria d’emissio
atomica per determinar la linealitat.

Al representar les dades obtingudes de les tres répliques en un grafic de
residuals, es pot veure en el grafic 4 com els residuals estan distribuits
aleatoriament sense tendéncies, amb el mateix nombre de valors positius i
negatius, i aquests tenen el mateix valor en valor absolut. El coeficient de
determinacié obtingut és major a 0,995. Després d’avaluar els criteris per
determinar l'interval de linealitat es pot afirmar que l'interval de treball per al Na
determinat per espectrometria d’absorcié atdomica és del 0,8 a 10 mg/L. El limit
inferior ha de ser igual 0 més gran que el limit de quantificacié, com es veura
posteriorment és meés gran.

5.1.3 Determinaci6 del Mg per espectrometria d’emissié atomica

LINEALITAT
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Grafic 5. Corba de calibratge del Mg mitjangant I'espectrometria d’absorcié
atomica per determinar la linealitat

24



Com s’observa en el grafic 5 l'interval de linealitat s’adapta al descrit en el PNT
de la determinacio del Mg per espectrometria d’absorcié atdmica, l'interval de
linealitat optim va de 0,2 a 2,5 mg/L. Per tant la recta de calibratge i el grafic de
residuals es fara per aquest interval.

A partir de les tres repeticions del blanc més els sis patrons es va fer la mitjana
aritmeética d’aquestes i es va obtenir una sola recta amb el seu coeficient de
determinacié.

y=0,1512 x + 0,0010 R?= 0,9997
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Grafic 6. Corba de calibratge del Na mitjangant I'espectrometria d’emissio
atomica per determinar la linealitat.

Observant el grafic 6 es veu que compleix les condicions que demostren que
I'interval de treball per al Mg determinat per espectrometria d’absorcié atomica
com que el limit de quantificacié és menor a 0,2, I'interval de treball és del 0,2 a
2,5 mg/L. El limit inferior ha de ser igual o més gran que el limit de
quantificacio. En el grafic no s’observen tendéncies, els residuals estan, tant el
nombre de valors positius i negatius com el valor absolut d’aquest és el mateix.
Si es mira el coeficient de determinacié €s més gran de 0,995.

5.2 Determinaci6 del limit de deteccio i de quantificacio

Per calcular tant el limit de deteccié com de quantificacié s’ha seguit la Guia
Eurachem®. S’han fet 10 mesures duplicades del blanc en condicions de
repetibilitat intermédia, és a dir, durant 10 dies s’han dut a terme 2 mesures al
dia. El blanc és la matriu sense I'analit d’interés. Per al, metode utilitzat, el
blanc consisteix en 5 ml ’'HNO3z; més 5ml d’'HCI enrasats en un matras de 100
ml amb aigua destil-lada, ja que son els reactius utilitzats a I'hora de fer el
pretractament de la mostra.
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5.2.1 Determinacio del Na per espectrometria d’emissié atomica

Taula 7. Resultats del estudi del limit de deteccié i de quantificacid per al Na
mitjancant EEA.

Replica Recta A Concentracio (mg/L)
1 y=2246,44x + 306,82 ggg 8:8;2
2 y=2491,32x + 195,76 282 8:882
3 y=2612,94x + 233,49 gg’é 8;8§§
4 y=2411,83x + 149,10 ggg 8:822
5 y=2389,67x + 177,73 ggz 8:8%
6 y=2362,34x + 121,19 E? 8:882
7 y=2352,63x + 119,01 %Z 8:8?8
8 y=2125,69x + 301,10 85 8:822
9 y=2464,61x + 186,88 38% 8;822
10 y=2312,22x + 64,65 ig; 8:82&5

i e

e Limit de deteccio:
LOD= 3 x Desviaci6 estandard

LOD= 3 x 0,017

LOD= 0,05 mg/L

e Limit de quantificacio:
LOQ= 10 x Desviaci6 estandard

LOQ= 10 x 0,017

LOQ= 0,17 mg/L

El limit de deteccidé obtingut és de 0,05 mg/L de Na, és la quantitat minima
d’analit que es pot diferenciar significativament del blanc. El limit de
quantificacié és de 0,17 mg/L de Na, és la quantitat d’analit minima que es pot
quantificar.
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5.2.2 Determinacio del Na per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 8. Resultats del estudi del limit de deteccié i de quantificacid per al Na
mitjancant EAA.

Replica Recta A Concentracié (mg/L)
1 y=0,1073x + 0,0038 8;88;1 8;8%
2 y=0,0930x — 0,0063 8:882 8:128
3 y=0,0918x + 0,0024 8:88? 8:828
4 y=0,0787x + 0,0071 8:882 8:81111
5 y=0,0844x + 0,0025 /002 0,006
6 y=0,0866x + 0,0042 8:88; 8:823
7 y=0,1076x + 0,0007 8:882 8:823
8 y=0,1035x — 0,0033 8:882 8:828
9 y=0,1095x + 0,0029 8:882 8:818
10 y=0,0887x + 0,0010 8:88;1 828331

estandard 004

e Limit de deteccio:
LOD= 3 x Desviaci6 estandard

LOD= 3 x 0,034

LOD= 0,10 mg/L

e Limit de quantificacio:
LOQ= 10 x Desviaci6 estandard

LQ= 10 x 0,034

LOQ= 0,34 mg/L

El limit de deteccio obtingut per al Na és del 0,10 mg/L, és la quantitat minima
d’analit que es pot diferenciar significativament del blanc. ElI limit de
quantificacié és del 0,34 mg/L de Na, és la minima quantitat d’analit que es pot
quantificar.
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5.2.3 Determinacio del Mg per espectrometria d’emissié atomica

Taula 9. Resultats del estudi del limit de deteccio i de quantificacid per al Mg
mitjancant EAA.

Replica Recta A Concentracié (mg/L)
1 y=0,1819x — 0,0021 8;88% 8:8%
2 y=0,1727x+00086 | o0 0015
3 y= 0,1804x + 0,0044 8:883 8:812
4 y= 0,1574x - 0,0015 8:882 8:822
5 y=0,1572x + 0,0018 8:882 81835
6 y=0,0702x — 0,0004 8:88g 8:822
7 y= 0,2154x + 0,0038 8:883 8:88411
8 y=0,2059x + 0,0034 8:8% 8:882
9 y= 0,1585x + 0,0032 8:88; 8:833
10 y= 0,1404x + 0,0011 8:882 8:882

estandard 0010

e Limit de deteccio:
LOD= 3 x Desviaci6 estandard

LOD=3x 0,010

LOD= 0,03 mg/L

e Limit de quantificacio:
LOQ= 10 x desviacio estandard

LOQ=10x 0,010

LOQ= 0,10 mg/L

La quantitat minima de Mg que es pot detectar, és a dir, el limit de detecci6 és
de 0,03 mg/L. | la quantitat minima de Mg que es pot quantificar, és a dir, el
limit de quantificacié que és del 0,10 mg/L.
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5.3 Determinaci6 de la selectivitat

Es va comprovar si la mostra conté interferencies en concret si hi havia la
preséncia de I'efecte matriu. Es van preparar dos rectes amb el mateix interval
de concentracio utilitzat en I'estudi de la linealitat, una sense addicid de la
mostra (recta patro) i I'altre addicionant 1 ml de la mostra ja digerida a cada
patré (recta d’adicions estandards), en el cas del magnesi s’afegeixen 2 ml.?

Un cop es van obtenir les dues rectes es van comparar els pendents amb un
test t. Abans de fer el test t es va fer el test F Fisher per saber si hi havia o no
diferencies significatives entre les variancies, per aixi poder calcular el test t
amb o sense variancia conjunta.

En el cas que la tcy < tiap VoI dir que no hi ha diferencies significatives entre els
pendents, per tant, el metode és selectiu, aixi que no hi ha efecte matriu i
durant tota la validacié s’utilitzara la recta patré.

5.3.1 Determinaci6 del Na per espectrometria d’emissié atomica

Taula 10. Comparacid de la recta patrdo amb la recta d’addicions estandards per
al Na mitjancant EEA

Recta patro Recta addicions
Recta y=2192 5x + 245,98 y=2202,8x + 2677,9
Variancia de la 543,31 686,23
pendent

Primer de tot es va fer el test F Fisher per comparar les variancies entre els dos
meétodes, a partir de les dades obtingudes de I'analisi observades en la taula
10.

26,20
Fear = 5337
Ftapb (0,0566) = 428

=1,26

Com que la F¢q < Fap Vol dir que no hi ha diferéncies significatives entre les
variancies, per tant a 'hora de calcular la tcy S'utilitzara la formula amb la
variancia conjunta. La variancia conjunta va donar un valor de 614,77.

[2192,5 — 2202,8|
teal = = 0,78

\/614,77(% + %)

teab (0,05,12) = 2,18
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Com que la te < tap vol dir que no hi ha diferencies significatives entre els
pendents de les rectes, per tant, no hi ha efecte matriu.

5.3.2 Determinaci6 del Na per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 11. Comparacio de la recta patré amb la recta d’addicions estandards per
al Na mitjancant EAA

Recta patro Recta addicions
Recta y=0,0893x — 0,0061 y=0,0889x + 0,0871
Variancia de la 821.107 6.30-107
pendent

Un cop es van obtenir els resultats de I'analisi, que es poden observar a la taula
11, es va fer el test F per comparar les variancies entre els dos metodes.

821107
Fear = 307107
Fiab (0,05,66) = 428

=131

La férmula que es va utilitzar per calcular la tcy va ser la de la variancia
conjunta, ja que la F¢y < Fiap , @ixi que no hi ha diferéncies significatives entre
les variancies. La variancia conjunta va donar un valor de 7,25-10".

_ 10,0893 — 0,0889|

tcal -

= 1,05

1 1

. 10-7(= + =
J7,25 107(5 +7)
teab (0,0512) = 2,18

Com que la tey < tiap VoI dir que no hi ha diferencies significatives entre els
pendents, aixi que no hi ha efecte matriu.

5.3.3 Determinacio del Mg per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 12. Comparaci6 de la recta patr6 amb la recta d’addicions estandards per
al Mg mitjancant EAA

Recta patro Recta addicions
Recta y=0,1819x — 0,0021 y=0,1854x + 0,0908
Variancia de la 1,92.10° 2.00-10°
pendent
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2.00 - 1075
Fear = 7957076
Feab (0,05,66) = 428

= 0,10

Com que la F¢y < Fiap Vol dir que no hi ha diferencies significatives entre les
variancies, per tant a I'hora de calcular la tcy s’utilitzara la férmula amb la
variancia conjunta. El valor de la variancia conjunta és de 1,09-10™.

_ 10,1819 —0,1854|

tcal -

=1,97

1 1

. 10-5(% 4 =
\/1,09 1075(5 +7)
teab (0,0512) = 2,18

No hi ha diferéncies significatives entre els pendents, ja que la tcy < tap. Durant
tot 'analisi s’utilitzara la recta patré, ja que no hi ha efecte matriu.

5.4 Determinacio de la precisi6

Es va calcular la precisié d’acord la Guia Eurachem® i l'article Validation of
analytical methods®2. Seguint un disseny niat es va determinar en un Unic
estudi tant la repetibilitat com la precisio intermédia. Per avaluar aquests dos
parametres es va analitzar el material de referencia amb el mateix analista,
equip i laboratori, perd amb un periode de temps prolongat, ja que I'analisi es
va dur a terme en 10 dies diferents i en cada dia es van fer 2 répliques. Al fer
I'analisi en diferents dies es determina la precisio intermeédia i al fer una mesura
duplicada cada dia s’obté la repetibilitat.

Es va estimar la precisié en tres nivells de concentracié ocupant tot l'interval de
treball. La preparacio d’aquestes solucions esta explicat a 'apartat 4.3.5.

Un cop obtinguts els resultats, primer de tot es mira si hi ha valors discrepants
en cada nivell mitjancant el test de Grubb, en cas d’haver algun valor
discrepant aquest s’elimina. A continuaci6, es va determinar tant la desviacio
estandard de la repetibilitat (s;) com la desviacié estandard de la precisié
intermédia (s;) mitjangant la taula ANOVA d’un factor. El criteri d’acceptabilitat
per la precisié es va seguir en base el coeficient de variacié d’ Horwitz.
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5.4.1 Determinacio del Na per espectrometria d’emissié atomica

Taula 13. Resultats per determinar la precisié per al Na mitjancant EEA.

Dia Nivell 1 Nivell 2 Nivell 3
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
5022 5037 5016
26/04/17 5069 4939 5053
5087 4982 4855
27/04/17 5004 4924 4755
5011 5027 5020
28/04/17 5018 5030 5001
5055 5067 4903
02/05/17 4870 5032 5023
5213 5051 4789
03/05/17 5072 5090 4965
4990 5066 5010
04/05/17 4934 5073 5017
5033 5016 4931
05/05/17 5029 5065 4927
5069 5044 4989
06/05/17 5073 4995 4928
5014 5045 5007
07/05/17 4939 4999 4993
4922 4995 4925
08/05/17 5034 5072 5057
X 5018 5027 4958
S 61,759 44,359 82,727
Gea 2,389 2,343 2,455
(minima)
Geal 1,542 1,414 1,196
(maxima)
Gtab (0,05, 9) 2,681

Abans de determinar si el métode és precis, es va fer el test de Grubb, primer
s’ha de calcular la G¢y mitjangant I'equacié 5, on x; és el valor que es vol
comprovar que €s un outlier, x és el valor mitja dels n resultats i s és la
desviaci6 estandard dels n resultats. Es calcula la G del valor maxim i del valor
minim dels resultats obtinguts per a cada nivell i es compara amb la G, per a
n-1 graus de llibertat i un nivell de significanca del 0,05, els tres nivells tenen la
mateixa Giap.

|x; — x|
S

Gear =

Equacid 5. Obtencio de la Geg
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Seguidament es pot observar un exemple de com es va fer el test per al nivell
1.

[4870-5018]|
61,759

|5113-5018|

Geqi(minim) = g

= 2,389 G oqr (MAXim) = = 1,542

Gtap (0,05,19) = 2,681

Com s’observa a la taula 13 es compleix que la G¢a < Giap per als tres nivells
per tant no hi ha cap punt discrepant entre els resultats obtinguts.

A la taula 14 s’observen les dades obtingudes de fer TANOVA per a cada nivell
de concentracio.

Taula 14. Resultats de fer TANOVA per al Na mitjancant la EEA.

s? cVv CVy
Repetibilitat 3332,149 1,150

Nivell 1 Entre dies 508,862 0,450 4,437
Intermedia 3841,012 1,235
Repetibilitat 1426,887 0,745

Nivell 2 Entre dies 570,890 0,471 4,430
Intermédia 1997,776 0,881
Repetibilitat 3924,792 1,239

Nivell 3 Entre dies 3081,099 1,098 4,432
Intermédia 7005,891 1,655

S’apliquen els criteris de qualitat tant de la repetibilitat com de la precisio
intermédia per comprovar que el métode és precis.

Nivell 1:
Repetibilitat: CV <1/2 CVy - 1,150< 2,219
Precisio intermedia: CV <2/3 CVy > 1,235< 2,958
Nivell 2:
Repetibilitat: CV <1/2 CVy - 0,745 < 2,215
Precisio intermédia: CV <2/3CVy > 0,881 <2,954
Nivell 3:

Repetibilitat: CV <1/2CVy - 1,239< 2,216

Precisio intermedia;: CV <2/3CVy = 1,655 < 2,955
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Per als tres nivells es compleixen els criteris d’acceptacio, aixi que es
compleixen els estandard de qualitat de la precisié. En definitiva vol dir que el
meétode és precis tant en condicions de repetibilitat com de reproductibilitat.

5.4.2 Determinacio del Na per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 15. Resultats per determinar la precisié per al Na mitjancant EAA.

i Nivell 1 Nivell 2 Nivell 3
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
4894 5005 4990
26/04/17 5069 5034 5046
5004 5097 4959
27/04/17 4906 4918 4793
5132 5063 5001
28/04/17 5019 4949 4935
5065 5072 4997
02/05/17 5174 5028 4789
5147 5007 5067
03/05/17 5034 5048 4957
4922 5087 4999
04/05/17 5215 4999 4944
5064 5027 4968
05/05/17 4860 5006 4954
4973 5088 5014
06/05/17 4963 5001 4975
5132 5066 4989
07/05/17 5061 5040 5017
4988 5032 5004
08/05/17 5051 5050 4982
o 5034 5031 4974
S 97,116 45,201 74,082
,GC.a' 1,784 2.497 2,476
(minima)
Geal 1,866 1,474 1,573
(maxima)
Gtab (0,05, 9) 2,681

A continuacié hi ha un exemple per al primer nivell de com s’ha fet el test de

Grubb,

Gogi(minim) =

97,116

|4860—5034|

=1,784

Goq(maxim) =

Gtab (0,05,19) = 2,681
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Com s’observa a la taula 15 es compleix que la G¢ay < Giap per als tres nivells

per tant no hi ha cap punt discrepant entre els resultats obtinguts.

A continuacio6 a la taula s’observen les dades obtingudes de fer TANOVA per a
cada nivell de concentracio.

Taula 16. Resultats de fer TANOVA per al Na mitjancant EAA.

s CcV CVx
Repetibilitat 10720,327 2,057

Nivell 1 Entre dies 1360,496 0,733 4,433
Intermeédia 12080,823 2,184
Repetibilitat 3320,817 1,145

Nivell 2 Entre dies 1348,689 0,730 4,433
Intermedia 4669,510 1,358
Repetibilitat | 10720,327 1,537

Nivell 3 Entre dies 1360,496 0,390 4,442
Intermédia | 12080,823 1,586

Seguidament es pot veure com s’apliquen els criteris d’acceptacié d’Horwitz en
els tres nivells per comprovar la qualitat de la precisio.

Nivell 1:

Nivell 2:

Nivell 3:

Repetibilitat: CV <1/2 CVy > 2,057 < 2,217

Repetibilitat: CV <1/2 CVy - 1,146 < 2,217

Repetibilitat: CV <1/2 CVy - 1,537 <2,221

Precisi6 intermédia;: CV <2/3CVy = 2,184 < 2,955

Precisi6 intermédia: CV <2/3CVy = 1,358 < 2,955

Precisio intermedia;: CV <2/3CVy = 1,586 < 2,961

En els tres casos es compleixen els criteris d’acceptacio d’Horwitz, aixo vol dir,
que el métode per determinar el Na mitjangant I'espectrometria d’absorcid
atomica és precis.
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5.4.3 Determinacio del Mg per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 17. Resultats per determinar la precisié per al Mg mitjancant EAA.

Nivell 1 Nivell 2 Nivell 3
Dia (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
259 252 250
26/04/17 253 241 248
247 265 251
27104117 253 269 249
256 248 264
28/04/17 245 249 246
254 241 240
02/05/17 266 252 258
242 230 233
03/05/17 236 251 243
257 257 251
04/05/17 271 244 250
258 252 258
05/05/17 257 242 238
232 249 249
06/05/17 255 256 265
239 241 253
07/05/17 246 244 256
250 256 254
08/05/17 265 262 259
X 252 250 251
S 10,273 9.237 8323
Gea 1,988 2174 2,080
(minima)
Geal 1,888 2.002 1,718
(maxima)
Gtab (0,05, 9) 2,681

Un cop obtingudes les dades s’ha fet el test de Grubb per als tres nivells de
concentracio, seguidament es veu un exemple del nivell 1.
|232-252|

Geqi(Minim) = THoars = 1,988 Gogi(maxim) =

|271-252]

= 1,868
10,273

Gtap (0,05,19) — 2,681

No hi ha cap punt discrepant en cap dels resultats dels tres nivells ja que com
s’observa a la taula 17 en tots 3 casos es compleix que la Gey < Giap -
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A continuacio a la taula s’observen les dades obtingudes de fer TANOVA per a

cada nivell de concentracio.

Taula 18. Resultats de fer TANOVA per al Mg mitjancant EAA.

s CcV CVy
Repetibilitat 72,163 3,370

Nivell 1 Entre dies 35,234 2,355 6,961
Intermedia 107,397 4112
Repetibilitat 52,031 2,884

Nivell 2 Entre dies 35,135 2,370 6,969
Intermédia 87,166 3,733
Repetibilitat 74,561 3,444

Nivell 3 Entre dies 5,588 0,943 6,966
Intermeédia 80,150 3,571

A continuacié s’observa com s’apliquen els criteris d’acceptaciéo d’Horwitz en
els tres nivells per comprovar la qualitat de la precisio.

Nivell 1:
Repetibilitat: CV <1/2 CVvy > 3,370< 3,484
Precisio intermedia: CV <2/3CVy 2> 4,112 < 4,641
Nivell 2:
Repetibilitat: CV <1/2 CVy > 2,884 < 3,484
Precisio intermedia: CV <2/3CVy > 3,733 < 4,646
Nivell 3:

Repetibilitat: CV <1/2 CVy > 3,444 < 3,483

Precisi6 intermédia: CV <2/3CVy > 3,571 <4,644

En els tres casos es compleixen els criteris d’acceptacié d’Horwitz, aixo vol dir,
que el métode per determinar el Na mitjangant I'espectrometria d’absorcid
atomica és precis.
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5.5 Determinaci6 de la veracitat

Seguint la Guia Eurachem® i l'article Validation of analytical methods? es va
comprovar si el metode és vera¢ o no. Es van fer 10 mesures independents en
el mateix dia, del material de referencia mitjancant el metode candidat, explicat
anteriorment.

Per comprovar que el métode és exacte en tot l'interval de concentracié s’ha
avaluat la veracitat en 3 nivell de concentracié baix, mitja i alt. La preparacio
d’aquestes solucions esta explicat en I'apartat 4.3.5.

Un cop obtinguts els resultats primer s’ha de comprovar que no hi ha cap valor
discrepant per aixd es fa el test de Grubb, en el cas d’haver-hi algun valor
discrepant s’elimina. A continuacié es compara estadisticament el valor mitja
obtingut de les mesures del metode amb el valor de referencia mitjangant el
test t Student de dues cues amb un interval de confianga del 95% (a=0.05) i
amb n-1 graus de llibertat.

Normalment amb el material de referéncia ve donada la incertesa final (U),
encara que per calcular la veracitat es necessita la incertesa combinada
estandard, u(x,.s), que es calcula com U/k, on la U és la incertesa total i la k

és el factor de cobertura. En el cas del Na u(x,.;)= 182 del Mg la u(xer)=
26,82 i en el cas del Na u(x,.s)= 182.
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5.5.1 Determinacio del Na per espectrometria d’emissié atobmica

Taula 19. Resultats per determinar la veracitat per al Na mitjancant EEA.

Nivell 1 Nivell 2 Nivell 3
Replica (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
1 5055 5032 5003
2 4981 5030 4945
3 5058 4988 5025
4 5001 4972 4973
5 4991 5001 5016
6 4926 5076 4953
7 4971 4952 4982
8 5030 5038 5023
9 5040 5064 5009
10 4996 4982 4969
x 5005 5013 4990
S 41,275 40,874 29,401
(m%";‘]‘q a) 1,904 1,511 1,528
i g(jar;] a) 1,284 1,542 1,211
Gtab (0,05, 9) 2,215
tcal 0,28 0,18 1,23
ttab (0,05, 9) 2,26
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Abans de comprovar la veracitat del métode s’ha de fer un pretractament de les
dades previes per comprovar que no hi ha cap outlier mitjancant el test de
Grubb. A continuacié es veu un exemple per calcular el test de Grubb en el
nivell 1.

|4926—5005|
41,275

= 1,904 G gy (maxim) = 2228750051 _ 4 984

Gegi(minim) = 21275

Gtap (0,059) = 2,215

Com es pot veure a la taula 19 pels tres nivells es compleix que la Gea < Giap,
per tant no hi ha cap punt discrepant entre els resultats obtinguts.

Un cop s’ha comprovat que no hi ha la presencia de cap valor discrepant, ja es
pot determinar si el métode és verac mitjancant el test t de Student.

A continuacio es pot veure un exemple de com s’ha calculat la tc, per al nivell 1,
en tots els nivells es calcula de la mateixa forma.

|5010 — 5005|
cal = == 0,28
41,275
2 X479
182 10

ttab (0,059) = 2,26

Com es pot observar a la taula en els tres nivells la tcy < tiap, per tant no hi ha
diferencies significatives entre les mitjanes del valor obtingut dels 10 assajos i
el valor de referencia. Per tant es demostra que el métode per determinar Na
en les galetes mitjancant I'espectrometria d’emissié atdmica en tot l'interval de
linealitat és verag.
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5.5.2 Determinacio del Na per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 20. Resultats per determinar la veracitat per al Na mitjancant EAA.

Réplica Nivell 1 Nivell 2 Nivell 3
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
1 5076 5038 4983
2 4930 5010 4992
3 4986 5066 4996
4 4983 5033 5016
5 5077 5039 5021
6 5068 5089 5034
7 4928 4994 4998
8 5053 5015 4990
9 5000 5051 5004
10 4917 4983 4980
X 5002 5032 5001
S 63,774 32,500 17,392
(m%i?% o | 1326 1,508 1,242
- Joal o | 1479 1,760 1,883
Gtab (0,05, 9) 2,215
tcal 0,044 0,119 0,048
ttab (0,05, 9) 2,26
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Primer de tot es fa el test de Grubb per comprovar que no hi ha cap punt
discrepant. A continuaciéo es veu un exemple per calcular aquest test en el
nivell 1.

[4917-5002] _ 4 5, G oo (maxim) = 1227750021 _ 4 479

G.,;(minim) =
cal( ) 63,774 63,774

Gtap (0,059) = 2,215

Com es pot veure a la taula 20 tant per als tres nivells es compleix que la
Gea < Guap , per tant no hi ha cap punt discrepant entre els resultats obtinguts.

Un cop s’ha comprovat que no hi ha la presencia de cap valor discrepant, ja es
pot determinar si el metode és vera¢ mitjancant el test t de Student. A
continuacio es pot veure un exemple de com s’ha calculat la tcy per al nivell 1,
en tots els nivells es calcula de la mateixa forma.

|5010 — 5002
tcal = > = 0,044
63,774
227" -
182 10

ttab (0,059) = 2,26

En els tres nivells com es pot veure a la taula es compleix la condicié en qué la
teal < ttan, per tant la mitjana dels 10 assajos no difereix estadisticament del valor
de referencia, per a un nivell de significacié del 0,05. Per tant es demostra que
el métode per determinar Na en les galetes mitjancant I'espectrometria
d’absorci6 atomica en tot I'interval de linealitat és verag.
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5.5.3 Determinacio del Mg per espectrometria d’absorcié atomica

Taula 21. Resultats per determinar la veracitat per al Mg mitjancant EAA.

Réplica Nivell 1 Nivell 2 Nivell 3
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
1 217 226 223
2 256 251 257
3 247 253 251
4 255 259 250
5 260 256 258
6 247 255 253
7 241 240 239
8 249 245 249
9 233 239 236
10 242 248 249
X 245 248 246
S 12,637 9,982 10,674
Gea 2219 2 141 2 155
(minima)
Gea 1,220 1.126 1,089
(maxima)
Gtab (0,05, 9) 2,215
0,34 0,29 0,28
tcal
1:talb 2,26
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A continuacio es veu un exemple per calcular el test de Grubb en el nivell 1.

12172451 _ 5 129 G oo (maxim) = 2072451 — 1 590

G.,;(minim) =
cal( ) 12,637 12,637

Gtap (0,059) = 2,215

Com es pot veure a la taula 21 tant per als tres nivells es compleix que la
Gca < Giap , per tant no hi ha cap punt discrepant entre els resultats obtinguts. A
continuacio es pot veure un exemple de com s’ha calculat la tcy per al nivell 1,
en tots els nivells es calcula de la mateixa forma.

|256 — 245|

foat = 12,6372
2220997
J26,82 10

= 0,34

ttab (0,059) = 2,26

En els tres nivells com es pot veure a la taula es compleix la condicié en que la
teal < tiap, per tant la mitjana dels 10 assajos no difereix estadisticament del valor
de referencia, per a un nivell de significacié del 0,05. Per tant es demostra que
el métode per determinar Mg en les galetes mitjangant I'espectrometria
d’absorci6 atomica en tot I'interval de linealitat és verag.
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5.6 Discussié i comparativa de I'espectroscopia d’absorcié i d’emissié
atomica per determinar el Na.

Després d’analitzar els resultats de la determinacio del sodi i consultar la
bibliografia', s’ha pogut fer un llistat dels avantatges i inconvenients dels dos
meétodes per aixi decidir quin és el millor.

Taula 22. Comparaci6 dels dos metodes EAA i EEA.

Emissio Absorcié
Una lampada per cada
Font de radiaci6 La mateixa flama. element o conjunt
d’elements.

Com les linies emeses
per la lampada s6n
estretes no ha de ser
d’alta qualitat.

Monocromador Qualitat elevada.

Ha de ser major a causa
de la naturalesa critica

Habilitat de dels ajusts com la Pot ser menor que per
I’'operador longitud d’ona o la relacié 'EEA.
entre el combustible i
I'oxidant.
Apareixen interferencies
Interferencies espectrals, encara que es | L’aparicié d’'interferéncies
espectrals poden detectar i evitar espectrals és menor.
facilment.
Interferencies Els dos métodes poden patir aquest tipus
guimiques d’interferéncies de forma similar.
Limits de deteccio i LOD= 0,05 LOD=0,10
guantificacio LOQ=0,17 LOQ=0,34

En els dos casos s’ha determinat que tenen el mateix

Interval de linealitat :
interval que va dels 0,8 als 10 mg/L.

Com es pot veure en els apartats anteriors, els dos

Exactitud i precisié X . . : .
metodes sOn precisos i veragos, per tant son exactes.

En els dos casos no hi ha efecte matriu per tant

Selectivitat bt N X : g
s’utilitzara una recta patré per realitzar I'analisi

Els dos metodes sén apropiats per analitzar el Na en les galetes, no obstant és
preferible utilitzar 'espectrometria d’emissié atdbmica. Com que els parametres
son molt similars en els dos casos, i I'habilitat de l'operador no és un
impediment, ja que en laboratori Analitic Vall tot el personal esta qualificat. El
factor decisiu és la font de radiacid que per 'EAA es necessita utilitzar una
lampada diferent per a cada element i té un temps de vida limitat, en canvi per
a la EEA no és necessari, ja que aquesta funcié la fa la flama.
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6

CONCLUSIONS

It has been shown that these methods are used to determine sodium and
magnesium in biscuits with good accuracy and relatively quickly.

Therefore, absorption and emission atomic spectroscopy are optimal for
determining the sodium in biscuits, but it is preferred to use atomic
emission spectroscopy because you need a source of external radiation
which is the same flame.

While the two methods to determine the sodium by EAA and the EEA
have a linear range of 0,8 to 10 mg / L. The range for determining
magnesium by EAA is 0,2t0 2,5 mg/ L.

The detection limit for sodium by the EEA and EEA and magnesium by
EAA are respectively 0,05, 0,10 and 0,0 , and the limits of quantification
are 0,17, 0,34 and 0,10.

These methods have no effect matrix, so the calibration line to be used in
the analysis is the line pattern.

As shown with the Student t test the methods have a good repeatability
and intermediate precision, the variation obtained on the same day and
on different days is not significant. These methods are precise and
trueness, so too are accurate.
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