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RESUMEN

En este trabajo se presentan los parametros que deben evaluarse durante las actividades
de validacién en el Laboratorio de Analisis de Isétopos Estables en Agua para la determi-
nacion de las relaciones isotopicas 6*H y §'*0. Asimismo, se incluyen todas las actividades
rutinarias, calculo y andlisis estadistico obtenido para relaciones isotopicas de §*H entre
25,44y -189,48 mUr y para §'°0 entre 2,63 y —24,78 mUr, los cuales son estandares de agua
internos de laboratorio.

ABSTRACT

In this paper we present the parameters to assess during the validation activities in the Labo-
ratory of Stable Isotope Analysis in Water, for the determination of the §H and §'°0 isotope
ratios. In the same way it includes all routine activities, calculation and statistical analysis
obtained for isotopic ratios of §°H between 25.44 and -189.48 mUr and between 2.63 and

-24.78 mUr for §'80, which are water internal standards from the laboratory.

!'Servicio Geoldgico Colombiano, Direccién de Asuntos Nucleares
Email de correspondencia: aporras@sgc.gov.co



Revista Investigaciones y Aplicaciones Nucleares

Servicio Geoldgico Colombiano

1.INTRODUCCION

E os atomos del mismo elemento con diferente nimero
masico, debido a variaciones del nimero de neutro-
nes en su nucleo, se denominan isétopos. En la naturaleza,
cada elemento esta compuesto por una mezcla de isétopos,
que pueden ser estables o inestables (radiactivos). Cada vez
son mas las disciplinas cientificas que se apoyan en las de-
terminaciones de isdtopos estables para caracterizar rutas
fisico-quimicas o bioldgicas, reconocer origenes y trazar flu-
jos de materiales de origen natural o artificial, lo cual crea la
necesidad de implementar técnicas y establecer laboratorios
que permitan realizar dichas determinaciones.

El Laboratorio de Analisis de Isétopos Estables en Agua
(LAIE), adscrito al Grupo de Investigaciones y Aplicaciones
Nucleares y Geocronoldgicas (GIANG) del Servicio Geologi-
co Colombiano (SGC) se estableci6 en la época del Intitutto
de Asuntos Nucleares y se reabri6 en 2010 con el objetivo de
apoyar las determinaciones analiticas de los is6topos estables
&°H y 8"80 en muestras de aguas provenientes de los proyec-
tos institucionales de investigacion y exploracion de recursos
geotérmicos, investigaciéon y zonificaciéon de movimientos
en masa, investigacion y monitoreo de amenazas volcanicas,
e investigacion en aguas subterraneas, entre otros.

El propdsito de este articulo es presentar la metodologia
de validacién de algunos de los parametros analiticos para
la determinacion de §°H y 8O en muestras de aguas, en las
que los isdtopos estables son ttiles para establecer lineas me-
tedricas, el estudio del ciclo hidrolégico asociado a los fend-
menos naturales y sus dindmicas conexas.

La determinacion de relaciones isotdpicas se realiza me-
diante la técnica de espectroscopia Off Axis ICOS (integrated
cavity output spectroscopy) de alta resoluciéon de absorciéon
con laser, que utiliza una cavidad Optica de alta finura como
una celda de absorcion. A diferencia de los arreglos conven-
cionales (multi-pass), que normalmente se limitan a longitu-
des de trayectoria de menos de doscientos metros, la celda
Off Axis ICOS acttia como una trampa de absorcién efectiva
de los fotones del laser, de modo que hace miles de pasos an-
tes de salir de la celda. Como resultado, la longitud efectiva
del camino 6ptico puede ser de varios miles de metros en los
espejos de alta reflectividad, y por lo tanto la absorcion de la
luz medida después de que pasa a través de la cavidad Optica

es significativamente mayor [1].
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El equipo se compone de tres partes: el analizador de
isotopos estables en agua marca LGR DLT-100, la bomba de
vacio externa y el automuestreador LC PAL System, que op-
eran simultdnea y automaticamente al programarse una se-
cuencia de andlisis, que es ejecutada por el automuestreador
con alta precision.

La técnica realiza medidas de relacién isotdpica en §*Hy

80, que se definen de la siguiente forma:

*H/ 1l_lmuesmx - H/ 1l_lvwmw
O°H = H/ 'H ‘
VSMOW ( 1 )
IXO/ 160 — 180/ 160
6180 — muestra vsMowW
180/ 160

vsMOW

EL término VSMOW significa “Vienna Standard Mean
Ocean Water”, y es el agua estandar con el que se informan
las composiciones isotdpicas de hidrégeno y oxigeno.
venow €S axioma-

ticamente un valor conocido de (155,76 = 0,05)x10° y de
(2005,2 + 0,45)x 107 para el cociente 'O/'*O

Para estos elementos, el valor de 2H/'H

VSMOW [2] .

2.ANTECEDENTES

El Laboratorio de Is6topos Estables Liquidos nacié en 1983,
cuando el Instituto de Asuntos Nucleares (IAN) adquiri6 el
equipo de espectrometria de masas Finnigan MAT, fabricado
en 1981, que fue instalado en cooperacién con el Organismo
Internacional de Energia Atémica (OIEA) para realizar los
andlisis de §*H y "0 del grupo de hidrologia del IAN. Con
posterioridad a ello, y hasta la liquidaciéon del Instituto, se
mandaban las muestras para analisis de isétopos al Instituto
de Radiohidrometria del Gesellschaft fiir Strahlenforschung,
en Nuremberg, Republica Federal de Alemania [3].

En 1997 la planta fisica del IAN pasoé a ser parte del In-
stituto Colombiano de Geologia y Mineria (Ingeominas),
siendo la el laboratorio de hidrologia uno de los laboratorios
prioritarios para su reapertura, y entre 1999 y 2006 fue aten-
dido por varias misiones de expertos del OIEA, que hicieron
actualizaciones del espectrometro de masas e impartieron
entrenamiento a los funcionarios adscritos a ese laboratorio.

En el 2010 se adquiri6 el equipo Los Gatos Research de
segunda generacién, de modelo DTL-100. Desde esa época

hasta la actualidad se han analizado mas de seis mil mues-
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tras, provenientes casi en su totalidad de proyectos y ser-
vicios internos del Servicio Geoldgico Colombiano, con lo
cual se ha logrado una mejor comprension de los andlisis de
modelamientos en aguas de los diferentes grupos de trabajo
que han interpretado los resultados.

El laboratorio ha adquirido muestras provenientes de
proyectos de investigacion de entidades de los drdenes terri-
torial y nacional que necesitan estas determinaciones, como
el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambien-
tales (IDEAM) y corporaciones auténomas regionales.

3. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

A continuacién se muestran las etapas de la validacion analiti-

ca para la determinacion de is6topos estables en agua liquida:

3.1. Implementacion del método de ensayo analitico

Comprende la seleccion del método de ensayo, la revision
bibliografica del marco teérico, etapa en la que se consideran
las definiciones y los conceptos, y se formula la hipdtesis de

trabajo en términos analiticos.

3.2. Validacién propia del método de ensayo
Se selecciona el personal apto para realizar la validacién y se
relaciona la definicion de los parametros y la ejecucion de las

actividades asociadas.

3.3. Procesamiento de los datos

En esta etapa se utilizan los fundamentos estadisticos tra-
dicionales para establecer un manejo adecuado del conjun-
to de datos obtenidos (tipos de distribucion, parametros de
tendencia central, intervalos de confianza, graficos de con-
trol o pruebas de hipotesis, test de evaluacion de valores ati-

picos, entre otros).

3.4. Parametros de desempefio

Se trata de la compilacion de los resultados de los parametros
de validacién y la evaluacién de su desempeiio.

4.RESULTADOS Y DISCUSION

Para el proceso de validacion de la metodologia se siguie-

ron las directrices generales de la Guia de validacién de Eu-
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rachem [4] y se seleccionaron los siguientes parametros de

desempeiio:

»  Especificidad/selectividad.
» Linealidad.
» Intervalo de trabajo.

»  Precision.

Los parametros de desempeno se evaluaron con respec-
to a tres aguas de referencia (W-31, W-34 y W-39), asi como
el kit de aguas de Los Gatos Research LGR1, LGR3 y LGR5.
Estas aguas tienen composiciones diferentes y cubren un am-
plio intervalo de relaciones isotdpicas. En total, se analizaron
54 muestras. A continuacién se realizara una descripcion de

los parametros estudiados para la validacion de la técnica.

4.1. Especificidad/selectividad

La técnica de analisis de isdtopos estables en agua liquida
es una metodologia altamente selectiva y especifica que em-
plea la espectroscopia Off Axis ICOS de alta resolucion de
absorcion con laser. Esta técnica emplea materiales de refe-
rencia certificados, provenientes de patrones de agua inter-
nacionales especificos que tinicamente permiten detectar y
cuantificar la relacién de los isétopos presentes en el agua,
oxigeno 6*H y 8'80. Por esta razén, dicha técnica es selectiva
de muestras de agua y especifica para medir los isétopos y
las relaciones isotdpicas de los dos elementos que integran la

molécula del agua: el hidrégeno y el oxigeno.

4.2. Linealidad

Es la capacidad de dar una respuesta o resultados instrumen-
tales proporcionales a la cantidad del analito que se busca
determinar en la muestra, en un determinado intervalo. El
rango lineal se determind mediante la construccion de un
grafico de relacion isotopica individual de §'*O vs. §°H, co-
nocida como linea metedrica [5].

El equipo analizador de isétopos estables requiere que
para cada analisis de muestras se realice la lectura del set de
materiales de referencia (en este caso, W-31, W-34 y W-39).
El VSMOW se ha tomado a partir de diferentes puntos del
agua de mar, por ser la masa mas abundante e importante
del ciclo hidroldgico, y por tener la composicion isotépica

mas enriquecida en deuterio y oxigeno 18 de origen natural.
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Con base en los resultados de los analisis y los valores
de los materiales de referencia se elabora la ecuacion de cal-
ibracidn, se calculan los coeficientes de regresion lineal y se
grafican las lineas de tendencia que representan el comporta-
miento del sistema lineal. Este parametro se verifica en cada

set de analisis o corrida analitica que se hace en el equipo.

50,00 ]
@ W-39
18,
80 T T T T 0 1
30,00 2500  -20,00  -1500  -10,00 000 5,00
-50,00
-100,00 |
o
-150,00
200,00
R=0,99746
-250,00 -

Figura 1. Estandares ubicados en la linea metedrica.
Fuente: autores

La condicion para realizar el célculo de cada una de las
muestras es que el coeficiente de regresion lineal produci-
do por los estandares sea lo mas préximo a 1, y que depen-
diendo del nimero de muestras que vayan a analizarse se
analicen los grupos de patrones suficientes para garantizar la
linealidad en el desempeiio del equipo.

Como se observa en la figura 1, la metodologia cuan-
tifica los resultados con base en ecuaciones lineales de coe-
ficiente de correlacion lineal cercano a 1, indicativo de alta

linealidad entre los datos obtenidos.
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Figura 2. Griéfico de residuales para §°H de la figura 1.
Fuente: autores
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Un residual, en analisis de datos lineales, es la diferen-
cia entre el valor observado y el valor estimado por la linea
de regresion [4]. El residual puede ser considerado como
el error aleatorio observado. También se acostumbra usar
el residual estandarizado, que se obtiene al dividir el resi-
dual entre la desviacién estandar del residual; dicho valor
se denomina “valor f”. La figura 2 muestra el grafico de resi-
duales para los analisis de 8°H que hacen parte de la figura
1, la cual muestra comportamiento aleatorio entre el dato
y la abscisa de la grafica, lo cual asegura la linealidad de la
metodologia realizada.

En un analisis de varianza de una serie de datos, los
valores findican la linealidad del método, que pone de pre-
sente que, para valores altos de f, el sistema es lineal. Para
0%H se tiene un valor de 345 962, y para 0, de 225 901, lo
que indica un comportamiento lineal de las dos relaciones

isotopicas.

4.3 Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo incluye las relaciones isotdpicas de
los valores extremos evaluados por ésta metodologia; para
lo cual se establece el intervalo de trabajo como las relacio-
nes isotdpicas dadas por los estindares W-39 y W-34 como
se muestra en la Tabla 1 donde se puede apreciar el amplio
intervalo de valores tanto en 6*H como en §'*0.

El intervalo de trabajo abarca bastantes tipos de relacio-
nes isotopicas, e incluso permite analizar muestras sintéticas
con valores positivos de 6°H y de §"*O, asi como valores muy
negativos provenientes de grandes altitudes y zonas con la-
titudes continentales altas, y ttiles para establecer por esta
técnica la altitud a la que ocurre le recarga de las aguas sub-

terraneas.

Tabla 1. Intervalo de trabajo de §°H y §'°0

&H 80
Intervalo (%o 6 mUr) +25,44 +3,63
-189,48 -24,78

Fuente: autores
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4.4 Precision

Repetibilidad

La repetibilidad estudia la variabilidad del método efectuan-
do una serie de mediciones sobre la misma muestra bajo las
mismas condiciones [4].

En esta primera etapa se muestra la estadistica descrip-
tiva (desviacién estandar y porcentaje de coeficiente de va-
riacién) que se aplicé a los resultados en cada una de las
muestras empleadas en la estandarizacion de la técnica. La
precisién evaltia la dispersion del grupo de datos o qué tan
cercanos estan entre ellos mismos. En un analisis de catorce
resultados se eliminaron cuatro inyecciones por efecto de la
jeringa. Se evalu¢ principalmente el promedio con respecto
al valor del material de referencia y la desviacion estandar,
que debe ser menor a la unidad. Se calculd el error que cor-
responde a la diferencia entre el valor esperado y cada uno de
los resultados. Finalmente, los datos se compararon con un
dato de incertidumbre proveniente de la literatura consulta-
da. Adicional a los tres estandares analizados, se realizaron
inyecciones de dos patrones de trabajo LGR1A y LGR4A.

Segun las tablas 2 y 3, los porcentajes del coeficiente
de variacidon (% CV) estdn en el intervalo de los criterios de
aceptacion del plan de validacién, que menciona un % CV

menor de 2.

Tabla 2. Valores de desviacion estandar (S) y porcentaje de coeficiente de
variacion (% CV) de 8°H para dos analistas (tres estdndares y dos muestras)

Analista1 Analista 2 Analista 1 Analista 2

&°H
S % CV
W-31 1,05 0,95 1,59 1,44
W-34 0,80 0,54 0,42 0,28
W-39 0,74 0,76 3,85 4,13
LGRI1A 0,79 0,71 0,50 0,45
LGR4A 0,43 0,75 0,70 1,21

Fuente: autores

Tabla 3. Valores de desviacion estandar (S) y porcentaje de coeficiente de va-
riacién (% CV) de 8180 para dos analistas (tres estindares y dos muestras)

X Analista1 Analista 2 Analista1 Analista 2
oo S % CV
W-31 0,06 0,05 0,57 0,41
W-34 0,07 0,04 0,27 0,13
W-39 0,04 0,06 5,40 3,11
LGRIA 0,10 0,06 0,48 0,04
LGR4A 0,04 0,04 0,35 0,44

Fuente: autores
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En las tablas 2 y 3, los valores de S son muy cercanos a
cero, lo cual indica poca dispersion de los datos; sin embar-
go, el criterio numérico de dispersion es el % CV, que cumple
en todos los casos, excepto en el analista 2 con el estandar
W-39, debido a que su valor de desviacion estandar es bajo,
pero también lo es el promedio de datos tenidos en cuenta
para el calculo del coeficiente de variacion, lo cual le da un

valor relativamente alto.

Precisién intermedia

El objetivo del estudio de precision intermedia es determinar
la variabilidad del método, para lo cual se efectda una serie
de andlisis sobre la misma muestra usando el mismo pro-
cedimiento, pero en un intervalo de tiempo mayor, y en lo
posible, realizado por diferentes analistas.

Para determinar la precision intermedia se deben consi-
derar aquellas circunstancias en las que se pretende desarro-
llar el método de ensayo. Se deben evaluar los efectos cau-
sados al variar factores tales como el operador, el equipo, el
control de temperatura y humedad, las muestras de agua y la
presion atmosférica, entre otros factores. No es necesario es-
tudiar estos factores individualmente: es suficiente compro-
bar que la variabilidad aportada por el conjunto de factores
esté dentro de los limites establecidos.

La evaluacién de la precision intermedia se realizé con
dos analistas, en dias distintos, que trabajaron con la mis-
ma muestra, LGR1A y LGR4A, como se muestra en las ta-
blas4y5.

Se determinaron los valores del promedio, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacién. Como criterio de acep-
tacion, el CV no debe superar el valor estipulado por el CV

de Horwitz, calculado por medio de la siguiente ecuacion:
CV Horwitz = 20-05-1s© (2)
Donde
CV: coeficiente de variacién
C: relacion isotdpica del analito que se quiere considerar

(partes por mil %o o mUr).

En todos los valores estipulados, el coeficiente de varia-

cion esta por debajo del coeficiente de Horwitz.
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Tabla 4. Valores de porcentaje de coeficiente de variacion de Horwitz y por-
centaje de coeficiente de variacion (% CV) de §H

Analista1 Analista 2 Analista1 Analista 2
e % CV Horwitz % CV
W-31 1,75 2,25 1,60 2,05
W-34 4,98 6,21 4,34 5,27
W-39 2,32 4,09 2,19 3,98
LGRI1A 7,40 3,37 6,52 2,44
LGR4A 4,51 3,01 2,43 1,93

Fuente: autores

Tabla 5. Valores de porcentaje de coeficiente de variacién de Horwitz y por-
centaje de coeficiente de variacion (% CV) de §"*O

Analista1 Analista 2 Analista1 Analista 2
50
% CV Horwitz % CV
W-31 5,45 5,45 4,17 4,14
W-34 2,53 1,36 1,99 1,34
W-39 5,44 5,24 4,46 4,5
LGRIA 2,44 3,13 2,05 0,23
LGR4A 4,39 3,27 3,83 2,59
Fuente: autores
Reproducibilidad

Comunmente se expresa la reproducibilidad como el resulta-
do de estudios entre laboratorios diseados para estandarizar
la metodologia. Por ello, para evaluar este parametro se realizé
una comparacion de los resultados obtenidos por el labora-
torio con los reportados por el Organismo Internacional de
Energia Atémica en el ejercicio de intercomparaciéon “WICO-
2016 International Water Isotope Intercomparison Test” [6].

Asimismo, la norma NTC-ISO/IEC 17043 pone a dis-
posicion los requisitos generales para ensayos de aptitud, y
en su numeral 4.7.2 establece lo siguiente:

“4.7.2.1. El proveedor de ensayos de aptitud debe utilizar
métodos de evaluacion vélidos que satisfagan el propésito
del programa de ensayos de aptitud. Los métodos se deben
documentar y deben incluir una descripcion de las bases
para la evaluacion” [7]. Por esta razon, los ensayos de ap-
titud, admitidos como garantes de buena reproducibilidad
de los laboratorios para generar andlisis y comparar resul-
tados entre técnicas o instrumentos, permiten reconocer el
WICO-2016 como un referente de ensayo de reproducibi-

lidad para la validacion de la metodologia de este estudio.
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En el ejercicio WICO-2016 se analizaron cinco muestras
de agua por diferentes laboratorios a nivel mundial y med-
ante diferentes técnicas, como espectroscopia laser Off-Axis
ICOS y espectrometria de masas. Los resultados de la evalu-

acion de este parametro se muestran en las tablas 6y 7.

Tabla 6. Resultados en §**O del laboratorio en el ejercicio de intercompa-
racion WICO-2016

840
VR (%) VA (%) Z-SCORE
WICO 1 -10,42 -10,8 1,90
WICO 2 4,91 5,11 1,00
WICO 3 -21,60 -22,01 2,00
WICO 4 -0,43 -0,50 0,35
WICO 8 -3,56 -3,45 0,55

VR: valor reportado en WICO-2016.
VA: valor asignado por el laboratorio.
Fuente: autores

Tabla 7. Resultados en 6°H del laboratorio en el ejercicio de intercompara-
cion WICO-2016

5H
VR (%0) VA (%o) Z-SCORE
WICO 1 77,2 77,4 0,13
WICO 2 41,3 41,7 0,28
WICO 3 -167 -168 0,87
WICO 4 -0,60 0,50 0,76
WICO 8 -18,4 -17,6 0,54

VR: valor reportado en WICO-2016.
VA: valor asignado por el laboratorio.
Fuente: autores

El Z-score se basa en criterios de evaluacion de la des-
viacién § con respecto a un valor real impuesto por el mismo
ejercicio de intercomparacion, para lo cual establece que un
valor absoluto de Z-score menor de 2 se considera un re-
sultado aceptable; entre 2 y 3, cuestionable, y mayor de 3 se
considera un resultado inaceptable. Como se puede apreciar
en las tablas 6 y 7, todos los valores de Z-score son iguales o
estan por debajo de 2, en concordancia con el valor asigna-
do por el laboratorio y el valor reportado en el ejercicio de
intercomparacion; de hecho, los valores de Z-score de todos
los resultados de §*°H estan por debajo de 1, lo que aumenta
la exactitud del método para el célculo de esta relacion isotd-

pica en comparacién con su simil §'*O.
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5.CONCLUSIONES

La determinacion de los isétopos estables de la molécula del
agua en estado liquido mediante la denominada “huella iso-
topica” contribuye a entender los fendmenos naturales y an-
tropicos asociados a la investigacion geocientifica. Para ello,
la implementacién de metodologias de trabajo validadas
en el Laboratorio de Analisis de Is6topos Estables Liquidos
cumple con los objetivos previstos por el Servicio Geoldgico
Colombiano.

Durante el ejercicio de validacién se aceptaron los cri-
terios de especificidad/selectividad, linealidad y precision
para las determinaciones de 6*H y §'0O por medio de la es-
pectroscopia Off Axis ICOS, que encontré valores aceptables
para su normal desempenio.

El ejercicio “WICO-2016 International Water Isotope
Intercomparison Test” posicion6 al Laboratorio de Isétopos
Estables en Muestras Liquidas del Servicio Geolégico Co-
lombiano por los buenos resultados obtenidos en la determi-
nacion de 80 y 8°H en muestras de agua, lo cual garantiza
la calidad de los resultados en todos los proyectos institucio-
nales del SGC y de clientes externos, y posibilita la acredita-
cion del ensayo segun la norma NTC-ISO/IEC 17025:2005.

Porras / Parrado / Pefia
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