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RESUMEN

TITULO:

ESTANDARIZACION Y VALIDACION INTERNA DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINACION DE SELENIO EN AGUAS Y SUELOS POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA-GENERACION DE HIDRUROS (HGAAS).*

AUTOR:
ALEXANDER RODRIGUEZ MANTILLA**

PALABRAS CLAVE:
Selenio, validacion, generacién de hidruros.

El selenio es un elemento que en condiciones naturales en matrices como agua y suelo se
encuentra a nivel de trazas, pero por fuentes antropogénicas y de contaminacion ambiental, la
concentracién de éste elemento puede superar los limites permitidos y se convierte en un agente
altamente toxico para los seres vivos.

Segun los requisitos técnicos de la NTC ISO/IEC 17025, la validacién permite dar un criterio de
confianza a un método analitico en particular. La metodologia empleada para la cuantificacion de
selenio en matrices de agua y suelo se sometid a este proceso de validacion, con lo cual al
obtener resultados de analisis poder reportar unos datos confiables y que cumplen con criterios de
alta calidad nacionales e internacionales.

El planeamiento de validacién de la metodologia consistié en analizar muestras de aguas y suelos
utilizando las como referencia el SM para aguas y EPA 3050 para suelos. Se utilizaron muestras
de agua natural para los andlisis y se evaluaron los porcentajes de recuperacion en estas
muestras. Para suelos se us6 un material de referencia suministrado por el IDEAM, en el alcance
de la validacion para las metodologias, Se evaluaron los parametros analiticos: Limite de
deteccion, limite de cuantificacién, sensibilidad, exactitud, precision, y se calcul6 la incertidumbre
de las concentraciones reportadas con las metodologias validadas.

Finalmente los datos obtenidos por la metodologia validada fueron exactos y precisos, con lo cual

la metodologia para la cuantificaciéon de selenio en las dos matrices puede ser implementada en el
Laboratorio quimico de consultas industriales de la universidad Industrial de Santander.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Yolanda Vargas Fiallo. Quimico M. Sc
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Selenium is an element that in natural conditions in matrices of waters and soils, it's found in trace
levels, but by anthropogenic sources and environmental pollution, the concentration of this element,
may exceed the permitted levels and it's becomes in a highly toxic agent to living beings.

According to the technical requirements of the NTC ISO / IEC 17025, validation allows for a
confidence standard to a particular analytical method. The methodology that was used to quantify
selenium in matrices of water and soils, was validated, to obtain reilable data, and to satisfy national
and international standards.

The validation plan was to analyze water by the SM and soil samples using EPA 3050
methodologies. Water samples were used for analysis and natural percentages were evaluated
recovery in these samples. For soils used a reference material supplied by IDEAM. In the scope of
validation methodologies, Analytical parameters were evaluated: Limit of detection, limit of
quantification, sensitivity, accuracy, precision, and uncertainty was calculated concentrations
reported with validated methodologies.

Finally, the data obtained by the validated methodology were accurate and precise, so that the

methodology for quantification of selenium in the two matrices can be implemented in the chemical
laboratory of industrial consultations in the Industrial University of Santander.

* Degree Project.
** Faculty of Science. School of Chemistry. Directora: Yolanda Vargas Fiallo. Quimico M. Sc
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INTRODUCCION

Una de las obligaciones que exige la NTC ISO/IEC 17025 es que en los
laboratorios donde se efectien andlisis se deben aplicar métodos apropiados, los
cuales deben estar normalizados y fundamentados en una norma que obliga a
iImplementar estos procedimientos normalizados o de otra manera procedimientos
gue no estén normalizados pero que se hayan validado satisfactoriamente, para
que asi el resultado que entregue el laboratorio sea confiable y trazable. La
validacion de un método permite establecer y confirmar la certeza de una
metodologia para un uso especifico de analisis y a su vez sea implementado por

el laboratorio [16].

El selenio es un elemento traza que al superar el maximo nivel tolerable se
convierte en elemento toxico para los seres vivos, aunque la presencia de algunos
metales, incluyendo metales traza, son imprescindibles para el normal desarrollo
de la vida biolégica, y la ausencia de cantidades suficientes de ellos podria limitar
algunos de estos procesos bioldgicos, también su presencia en cantidades
excesivas 0 por encima del nivel maximo tolerable, interferiran con gran nimero
de usos de aguas y suelos. Por tanto surge la necesidad de desarrollar una
metodologia que permita cuantificar estas concentraciones con un nivel de

confianza aceptable.

En Colombia existen pocos laboratorios que tengan implementada una
metodologia acreditada para el analisis traza del selenio en matrices de aguas y
suelos, y el objetivo de este proyecto es estandarizar, implementar y acreditar una
nueva metodologia, que cumpla con todos los estandares de calidad en el pais,
utilizando la técnica de Absorcion Atdmica-Generacion de Hidruros, para con esto
poder ofrecer un mejor servicio a la comunidad y clientes del laboratorio que lo

requieran, y se les brinden resultados validos, exactos y confiables.
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Desarrollar nuevas metodologias con resultados mas confiables que permitan
cuantificar trazas de selenio en matrices de agua y suelo son de gran importancia
en la salud y la industria, porque facilitan un seguimiento de control sobre la
contaminacion de este elemento traza que elevado su contenido se convierte en

toxico.

Para poder realizar este trabajo se utiliz6 la técnica analitica de Absorcion
Atomica con Generacion de Hidruros, la cual facilitd éste analisis ya que esta
técnica es muy utilizada y muy eficaz en la determinacion de este tipo de
elementos, se establecieron los criterios apropiados para orientar la validacion de
la metodologia analitica determinando las principales figuras de mérito como:
Limite de deteccion, limite de cuantificacion, sensibilidad para especificar los
pardmetros de calidad de la metodologia empleada y obtener unos porcentajes de
recuperacion altos y limites de deteccion alrededor de (0,1-0,5 ug/L) de selenio en

cada matriz.

Se tiene como meta en el Laboratorio de Consultas Industriales implementar el
método validado dentro de su sistema de gestidén de calidad, y poder asegurar a
sus clientes que se reportan datos confiables y satisfacer la necesidad de los
clientes que requieren este andlisis en diferentes muestras provenientes de

diferentes industrias locales y nacionales
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1. MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES DEL SELENIO

El selenio (Se) es el tercer elemento en el grupo VI A de la tabla periédica. La
abundancia promedio de selenio en la corteza terrestre es de 0,2 ppm, en suelos
es de 0,27 a 0,74 ppm, en arroyos es de 0,2 ug/L, y en aguas subterraneas es de
< 0,1 mg/L [2]. El selenio es empleado en electronica, ceramica, shampoos,
fabricas de vidrio, pesticidas, gomas y semi-conductores. El selenio es
considerado un elemento traza no esencial para la mayoria de las plantas, pero es
un nutriente traza esencial para la mayoria de animales, y son bien conocidas las
enfermedades por deficiencia de selenio en la medicina veterinaria. Por encima de
los niveles traza, la ingestion de selenio es toxica para los animales y puede ser
toxica para los humanos. El agua que drena por suelos seleniferos puede causar

polucién ambiental y toxicidad en la fauna [3].

En Colombia, para aguas, la legislacién actual establece unos niveles maximos
permisibles para las concentraciones de selenio, 0,01 mg Se/L en aguas para
consumo humano [3] y de 0,5 mg Se/L, para el control de carga contaminante en
efluentes. Aunque para suelos no existe normatividad colombiana, otros paises
como Canadad y Estados Unidos establecen estas maximas concentraciones
permisibles por ejemplo en Canada la concentracidn maxima es de 0,01 mg/L en

suelos [4], a partir de las cuales se recomienda la remediacion de los suelos.

1.1.1 Selenio en suelos

La abundancia de selenio en la corteza terrestre se encuentra entre 0,05 y 0,09
mg/Kg. El selenio es un elemento calcofilo, el cual se asocia con depdsitos de
sulfuros y en relacion al azufre tiene una proporcion de 1:6.000 (Se/S). Aunque el
selenio se encuentra en muchos materiales geologicos, frecuentemente esta
enriquecido en rocas sedimentarias de grano muy fino (shales negros) y en

concentraciones que alcanzan hasta 675 mg/Kg. Altas cantidades de selenio en

19



shales, y en restos carbonosos de areniscas, se pueden atribuir a la precipitacion
de selenio bajo condiciones reductoras que son inducidas por la presencia de
materia organica en el momento de la formacién de la roca; puesto que en
condiciones reductoras y en presencia de iones sulfuro se produce la precipitacion
de selenio. El selenio también se encuentra en altas concentraciones en roca
fosférica, las cuales oscilan entre 1-300 mg/Kg. La ocurrencia de minerales
independientes de Se no ha sido reportada [11].

Dentro del manto de la Tierra el selenio y el azufre son compaferos geoquimicos;
sin embargo, en procesos que ocurren cerca o0 en la superficie, estos elementos
siguen diferentes caminos geoquimicos. Esto se debe a que el sulfuro se oxida
facilmente a sulfatos solubles y puede migrar rapidamente, en cambio el selenio
necesita fuertes condiciones oxidantes para formar seleniatos solubles. En suelos,
el contenido de selenio se debe principalmente a la meteorizaciéon del material
parental, aunque no se descartan fuentes exégenas relacionadas con actividades
antropogénicas o condiciones ambientales especificas. En un ambiente natural,
concentraciones elevadas de selenio se asocian, por lo general, con materiales
volcanicos, mineralizaciones de sulfuros, shales negros y areniscas carbonosas.
La intensidad de meteorizacion y los procesos de lavado de estos materiales
parentales son los que definen la composicién de selenio asociado a los suelos.
Es importante anotar que la concentracion de selenio en suelos no siempre es
continua y uniforme, ya que es afectada por la topografia y el material parental
[21].

En general, los principales procesos que controlan la distribucion de selenio en los
suelos son actividad volcanica, meteorizacion, transporte de aguas profundas,
precipitacion de minerales, adsorcion en minerales, reduccion y oxidacion quimica
y bioldgica, fijacién y liberacion por los microorganismos del suelo y el quemado

de combustibles foésiles
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1.1.2 Selenio en aguas

Las concentraciones tipicas de Se en aguas ambientales son <1 mg/L en ausencia
de fuentes directas de Se. La concentracion de fondo de Se de las aguas marinas
es de 0,02 - 0.04ug / L, pero no ha sido determinada de manera sistematica. En
las aguas bajo el impacto de las emisiones antropogénicas 0 geogeénica las
concentraciones estan tipicamente en el rango de 1-10ug/L, y ocasionalmente
puede exceder 100 microgramos/L en casos excepcionales. El selenio en los

efluentes industriales puede superar los 1.000 mg / L [4].

En las aguas superficiales oxidadas, el selenio se encuentra normalmente en
forma de dos especies principales: los oxianiones selenita (HSeO, "~ ; estado de
oxidacion +lIV) 'y selenato (SeO,®; estado de oxidacion  +VI).
Termodinamicamente, la selenita es inestable y se predice que se convierten en
selenato con el tiempo, pero en la practica, la cinética de esta reaccion es lenta y
no se produce en las aguas ambientales, a menos que los microorganismos estén
involucrados. No obstante, las aguas bien oxidadas tienden a contener en su
mayoria selenato. Por el contrario la selenita se adsorbe fuertemente a la

superficie de Fe y Mn, por lo que se puede perder de la fase acuosa.

Algunas pruebas también sugieren que otras especies inorganicas solubles de
selenio, ademas de selenito y selenato pueden formarse durante la reaccion de

reduccién cuando hay presencia de compuestos de azufre. [2].

1.2 TOXICIDAD DEL SELENIO

El selenio es un elemento esencial para el ser humano, y la ingesta diaria
recomendada para adultos se situa alrededor de 1 pg/kg de peso corporal. Se ha
comprobado que los compuestos de selenio son genotdxicos en sistemas in vitro
con activacion metabdlica, pero no en personas. No se obtuvieron pruebas de
efectos teratdgenos en monos. La toxicidad a largo plazo en ratas se caracteriza

por la inhibicion del crecimiento y trastornos hepaticos. En personas, los efectos
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toxicos de la exposicion prolongada al selenio se manifiestan en las ufas, el
cabello y el higado. Datos obtenidos en China indican que aparecen signos
clinicos y bioquimicos con una ingesta diaria mayor que 0,8 mg. La ingesta diaria
de nifios venezolanos que presentaban signos clinicos era de 0,7 mg
aproximadamente; esta cifra se calculdo a partir de sus concentraciones
sanguineas y de los datos sobre la relacion entre la concentracion sanguinea y la
ingesta obtenidos en China. En un pequefio grupo de pacientes con artritis
reumatoide a los que se administro selenio a razén de 0,25 mg al dia, ademas de
la aportacion procedente de los alimentos, también se observaron efectos en la
sintesis de una proteina hepética. En un estudio realizado en un grupo de 142
personas con una ingesta media diaria de 0,24 mg (0,72 mg como maximo)
procedente de los alimentos, no se observaron signos clinicos o bioquimicos de

toxicidad por selenio [8].

1.3 CUANTIFICACION DE SELENIO TOTAL EN AGUAS Y SUELOS

Para una confiable cuantificacion de los niveles de selenio que puede estar
presente en los suelos, los sedimentos y diversas fuentes hidricas, es necesario
desarrollar técnicas analiticas y una validacion de los métodos que permitan
determinar con certeza, exactitud y reproducibilidad cantidades traza de este

elemento.

1.3.1 Determinacion De Selenio Por ElI Método: Absorcion Atdmica-
Generacion De Hidruros-Hgaas

1.3.1.1 Fundamento Tedrico. La técnica de espectroscopia de absorcion atomica
se basa en la medicion de la cantidad de luz que es absorbida por los atomos del
analito a la longitud de onda resonante. La luz incidente (de las longitudes de
onda especificas a las cuales absorben los atomos del analito) es emitida por una
lampara de céatodo hueco o de descarga sin electrodo y es absorbida por la

solucion que es interceptada por el haz de luz incidente [7].
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1.3.1.2 Técnica de generacion de hidruros

Figura 1. Generador de Hidruros

A LA COLDA OFTICA

FLAMA DE AIRE ¥ ETILEHO SEPARADOR
T GASILIQUIDD
REACTIWOS DEL GEHERADOR DE HIDRUROS BOMER PERISTALTICA  MEZCLADO! J
REACCION oo

Figura 1. Generador de Hidruros

Fuente: HENRY JOHNSON. Determination of Selenium in Solid Waste.
Environmental Science and Technology. 1970.

La técnica de generacion de hidruros es apropiada para la determinacion de
selenio por conversion a sus respectivos hidruros mediante reaccion con
Borohidruro de sodio. Por la convencional espectrofotometria de llama directa, la
sensibilidad de este elemento es muy baja, mientras que por la generacién de
hidruros se pueden obtener limites de deteccion de alrededor de 1 pg/L [7]. Para
el desarrollo del método, este elemento previamente debe estar en forma
inorganica y en el estado de oxidacion Se (IV). El &cido selenioso formado
reacciona rapidamente con el agente reductor borohidruro de sodio formando el
hidruro volatil H,Se, segun la siguiente reaccion:
4H,SeO3; +3BH, +3H™-------------- > 4H,Se T+3H3BO4+3H20

Este hidruro formado es transportado, por una corriente de nitrogeno, hacia el

atomizador de un equipo de absorcidbn atomica, donde son analizados, por
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liberacion del metal de su respectivo hidruro formado que se descompone por
accion de la temperatura. Este método permite determinaciones répidas y
sensibles de éste elemento. El acido selénico, estado de oxidacion (VI), no es
reducido en forma medible por el borohidruro de sodio. Para determinar el selenio
total, se reduce el selenio formado por digestion acida que pasa totalmente del
estado de oxidacion Se (VI) a Se (IV). La eficiencia de la reduccién depende de la
temperatura, el tiempo de reaccién y la concentracion de acido clorhidrico [8], la

reaccion de ésta reduccion es:

SeO, + 4H™+ 2CI <----mmmmmemeee >H,SeO3; +Cl,| +H,0

Para la generacion de hidruros los acidos mas utilizados han sido los &cidos
minerales fuertes, en especial el HCI, por su facilidad de manejo y la ausencia de
reacciones secundarias.
El mecanismo de formacion de los hidruros es:

H* + BH; +3H,0 » H3;BO, +8H™

Los hidruros volatiles del selenio (SeH,) son transportados por un gas inerte de
arrastre como nitrdgeno o argén a una celda de cuarzo, que esta previamente
calentada por una llama de aire-acetileno con una temperatura tal que permita
producir la atomizacion del analito. Cuando los gases pasan a través de esta celda

ocurre una descomposicion térmica, y se liberan los atomos de selenio:

Set* + 8H* - 2SeH, + 2H,
2SeH, — 2Se + 2H,

1.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Los métodos utilizados en un laboratorio de analisis quimicos han de ser
evaluados y sometidos a prueba para asegurarse de que producen unos

resultados validos y coherentes con el objetivo previsto, es decir, han de ser
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validados. La validacion o la verificacion de un método se realiza mediante una
serie de pruebas normalizadas y experimentales de las que se obtienen datos
sobre su exactitud, precision, etc. El proceso que ha de seguirse para ello debe
constar por escrito como procedimiento normalizado de trabajo. Una vez validados
o verificados los métodos, su utilizacion habitual en el laboratorio debe ser
autorizada formalmente por la persona responsable, por ejemplo, el director del
mismo [13].

1.4.1 Validacion Interna

Es el establecimiento de la evidencia documental de que un procedimiento
analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados
precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad

previamente establecidos. [10].

1.4.2 Figuras De Mérito Analiticas [11]
Las figuras de mérito o también llamadas caracteristicas de fiabilidad, son aquellas
gue demuestran la capacidad de un método analitico de mantener a lo largo del

tiempo los criterios fundamentales de validacion.

1.4.2.1 Limite de deteccién (LDM). Es aquella concentracion que proporciona una
sefal instrumental significativamente diferente de la sefial de una muestra blanco,

o la senal de fondo.

1.4.2.2 Limite de cuantificacion (LDC). Cantidad mas pequefia del analito en una
muestra que puede ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable.
[10]

1.4.2.3 Linealidad. Habilidad (dentro de un ambito dado) del procedimiento

analitico de obtener resultados de prueba que sean directamente proporcionales a

la concentracion de analito en la muestra.
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1.4.2.4 Exactitud.Para comprobar la exactitud del analisis se requiere un material
de referencia certificado, una muestra de control preparada en el laboratorio u otro
material estandar. A los materiales de referencia, controles o estandares se les
realiza el mismo tratamiento, analisis y lecturas en el equipo que las muestras. Se
compara el resultado con su valor de referencia y limites de aceptacion. Los
resultados obtenidos deben estar dentro de los limites de control establecidos.
Cuando el resultado no se encuentre dentro del rango de los limites aceptables, se
debe revisar el procedimiento y repetir el analisis. Los limites de control se
verifican anualmente o si se realizan modificaciones en el método. La muestra de

control se analiza cada 15 dias [10].

1.4.2.5 Precision del método analitico. En el caso del analisis de una serie de
muestras, se debe realizar un duplicado después de cada 10 muestras de un
mismo lote. El porcentaje de la desviacion promedio relativa (RPD) no debe ser
mayor del 10%. Solo para los duplicados cuyas concentraciones se encuentren en
el orden de 1 y 5 veces el limite de deteccion del método (LDM), el porcentaje

RPD puede ser menor o igual a 20%.

De no cumplirse esta regla, se debe repetir el andlisis de la muestra y su

duplicado. En caso contrario, se debe repetir el lote de muestras analizadas.

1.4.2.6 Adicion estandar .Para cada lote de muestras, se analiza una muestra por
duplicado y al duplicado se le agrega una solucion de una concentraciéon conocida
de la sustancia a analizar. El porcentaje de recuperacion del estandar debe estar
entre 90 y 110%. De no cumplirse esta regla, se debe repetir el analisis de la
muestra y su duplicado con la adicién. En caso de que no se logre la recuperacion,

se debe repetir el lote de muestras analizadas.
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1.4.2.7 Estandares de verificacion .La curva de calibracion se verifica con 2
estandares de concentracion conocida, preferiblemente que estén en el rango de
la curva de calibracion. Los estandares de verificacion se preparan a partir de una
solucion madre diferente a la utilizada para la preparacion de la curva de
calibracion. El valor obtenido no debe diferir de + 15% del valor del estandar. En
caso contrario, se debe preparar una nueva curva de calibracion. Si es necesario

realizar acciones correctivas, éstas deben estar documentadas.[13]

1.4.2.8 Cartas de control.Se deben calcular los limites de control y advertencia, y
construir la carta de control como se indica en el manual de control de calidad
analitica del laboratorio. Inmediatamente después de analizar las muestras control,
graficar el valor en la carta de control. Se debe tomar una accion correctiva en los
siguientes casos:

v' Si el valor determinado esta fuera de los limites de control, se debe
revisar el procedimiento y repetir el analisis.

v Si 2 de 3 valores determinados sucesivamente estan fuera de los
limites de advertencia, se debe revisar el procedimiento y repetir el
analisis.

v' Si 7 de 8 valores determinados sucesivamente se encuentran al mismo

lado de la linea promedio, se debe revisar el procedimiento.

1.5 INCERTIDUMBRE EN LAS MEDIDAS ANALITICAS “U”

En la busqueda de resultados confiables los analistas descubren que una muestra
analizada un numero definido de veces proporciona diferentes valores aunque
cada una de las determinaciones se realice bajo condiciones de trabajo idénticas.
Los resultados oscilaran dentro de un rango, esto es debido a los errores que se
pueden cometer durante el andlisis. Cada paso a seguir durante el analisis tiene
asociado un error inherente, al cometer dichos errores, las medidas realizadas no
seran verdaderas, oscilaran dentro de un rango llamado incertidumbre, por ello es

necesario identificar cada una de las fuentes de incertidumbre, evaluarlas y
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finalmente estimar el aporte de cada fuente a la incertidumbre total del

andlisis.[12]

1.5.1 Fuentes De Incertidumbre En Las Medidas Analiticas

Un andlisis en particular su procedimiento estd conformado por varias etapas
donde cada una de ellas tiene asociado un valor de incertidumbre que se debe
identificar y cuantificar, con el fin de reportar la incertidumbre referida a las

metodologias empleadas.

1.5.1.1 Pesada de una muestra en la balanza. La balanza es un instrumento
esencial en todos los laboratorios de ensayo, la mayoria de los analisis incluyen la
pesada dentro de sus procedimientos, ya sea pesando las muestra para el analisis

o los reactivos que hacen parte de la metodologia.

1.5.1.2 Correccion por flotacién. Un error por flotacion afectara los datos si la
densidad del objeto que se pesa difiere significativamente de los pesos estandar.
El origen de este error es la diferencia de la fuerza de flotacion ejercida por el
medio (aire) sobre el objeto y los

pesos estandar. La correccion para la flotacion se obtiene por:

(Ecuacion 1)

H' =H1 +H"j aire __ “ aime

objeto pesa Jf
1.5.1.3 Efectos de la temperatura. Los intentos para pesar un objeto cuya
temperatura es diferente de la del ambiente dardn como resultado un error
significativo. La causa mas comun de este problema es el tiempo necesario para
gue el objeto que se ha calentado regrese a la temperatura ambiente. Los errores
debidos a la diferencia de temperatura tienen dos fuentes. Primero, las corrientes
de conveccion dentro de la balanza ejercen un efecto de flotacion sobre el platillo
y el objeto. Segundo, el aire caliente atrapado en el recipiente cerrado pesa menos

gue el mismo volumen a menor temperatura.
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1.5.1.4 Divisiéon de escala de la balanza. El modelo de la balanza usada, depende
de la division de la escala, es decir con cuantos decimales se obtiene el valor de
pesada, luego el Ultimo nimero en la escala es un decimal incierto, ésta sera una
fuente de incertidumbre en la medida, como también lo es el reporte de calibracion
llamado error maximo y la precision de la balanza. Estas fuentes de incertidumbre
deben ser calculadas y evaluadas de acuerdo a la ley de propagacion de errores

para encontrar la incertidumbre durante la pesada de una sustancia.

1.5.1.5 Medicion de un volumen.La medicién precisa del volumen es tan
importante para muchos métodos analiticos como la medicién precisa de la masa.
Existen en general dos clases de material volumétrico: De llenado in, volumen
preciso en el interior del recipiente como en el caso de matraces aforados; y de
volumen ex, volumen preciso una vez descargado el recipiente como en el caso
de pipetas. El fabricante del material reporta las condiciones bajo las cuales se
calibro el material y la tolerancia de la medida

1.5.1.6 Tolerancia del material volumétrico. Son los limites de aceptacion que se

han elegido para un producto, esto depende de la capacidad de llenado.

1.5.1.7 Efecto de la temperatura sobre la medicién del volumen. El volumen
ocupado por una determinada masa de un liquido varia con la temperatura, lo
mismo que sucede con el recipiente que contiene al liquido durante la medicién.
La mayor parte de dispositivos para mediciones volumétricas se fabrica con vidrio,
gue tiene un pequefio coeficiente de expansién. En consecuencia, para el trabajo
analitico no se debe tener presente como una fuente de incertidumbre en la

medida.

Las mediciones volumétricas se deben referir a una temperatura estandar, este
punto de referencia por lo general es de 20°C, por tanto se debe usar una
correccion en las medidas de volumen que fueron medidos a temperaturas

diferentes, dicho factor de correccion de describe en la ecuacion 2.
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TV AT % Z) (Ecuacion 2)

En donde V es el volumen medido, AT la diferencia entre la temperatura de

calibracion y la experimental y Z el factor de compresibilidad del agua.

1.5.1.7 Durante una dilucion. El factor de dilucién normalmente se emplea cuando
se miden elementos quimicos en muestras de concentracion de masa (ug/L)
mayor al intervalo de trabajo del método. El factor de dilucién se obtiene a partir de
un proceso de dilucion y pueden llevarse a cabo n diluciones de la muestra. El

modelo matematico de una dilucién esta dado por la ecuacion 3.

F; = 2 (Ecuacion 3)

n_Vl

En donde, F, es el factor de dilucion n, V2 es el volumen de aforo y V1 el

volumen de la alicuota. En el proceso de una dilucién se identifican dos fuentes de
incertidumbre, el V2 de aforo y el V1 de la alicuota de la muestra. La estimacion
de incertidumbre estandar relativa del factor de dilucion (UFd,), se realiza
combinando las incertidumbres de ambas mediciones: volumen de la alicuota de
muestra y volumen de aforo, de forma relativa y cuadratica, de acuerdo a la

ecuacion: (Ecuacion 4)

UFd, .:|' uv; | |
A, \\n ) \n,

1.5.1.8 Construccién de una curva de calibracién. Muchas metodologias necesitan
la elaboracion de una curva de calibracion para determinar el contenido del analito
de interés, esta supone la elaboracion de una serie consecutiva de patrones a los
cuales se mide una propiedad (absorbancia, transmitancia, fluorescencia, etc.), el
disefio experimental, supone una correlacion entre la concentracion (a y la
propiedad medida (y)). Dicha relacion en la mayoria de las ocasiones es lineal y se
describe mediante la ecuacion:

y=ma +b  (Ecuacion 5)
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La construccion de esta curva de calibracion y la interpolacion de los patrones y
muestra genera un valor de incertidumbre el cual debe ser combinado con la
incertidumbre de la preparacion de los patrones para evaluar la incertidumbre en

la curva de calibracion.

1.6 EVALUACION DE LA INCERTIDUMBRE

En esta etapa se deben cuantificar todas las fuentes de incertidumbre

identificadas y las dos formas de determinarlas son:

e Experimentalmente, es decir, haciendo replicados en el laboratorio. Tipo A
e Usando informacion disponible: certificados de calibracion, tolerancias del

material volumétrico, manuales de instrumentos, etc. Tipo B

Es importante sefialar que todas las componentes de incertidumbre deben
expresarse como incertidumbre estandar. En el caso de que la incertidumbre se
determine experimentalmente, la incertidumbre estdndar se obtiene calculando la

desviacion estdndar de los replicados. Si se utiliza informacion previa, la

incertidumbre estandar se suele obtener dividiendo por +/3 el intervalo
proporcionado por el fabricante (con lo que se asume que el intervalo de confianza

sigue una distribucion rectangular).

1.6.1 Combinacién

Una vez que se han calculado todas las fuentes de incertidumbre, éstas deben
combinarse siguiendo la ley de propagacion de errores. De esta forma, se obtiene
una incertidumbre estandar combinada, Uc. El dltimo paso, consiste en calcular la
incertidumbre expandida, U. Para ello, debe multiplicarse la incertidumbre
estandar por un factor de cobertura, k, (U=k*u). Normalmente, k es igual a 2. De
esta forma, se obtiene un intervalo donde existe aproximadamente un 95% de

probabilidad de que se encuentre el valor verdadero.
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1.6.2 Expresion de laincertidumbre
En informes de rutina es suficiente presentar el valor de la incertidumbre
expandida. El resultado debe ir junto con la incertidumbre expandida U, como se

indica a continuacion.

Resultado = X + U (unidades)

1.7 ANALISIS ESTADISTICO [15]

El andlisis estadistico tiene como objetivo identificar fuentes de error en un

conjunto de datos; los errores pueden ser de dos tipos, aleatorios 6 sisteméaticos.

1.7.1 Errores aleatorios
Los errores aleatorios o indeterminados se manifiestan cuando se efectia una
medicion, y se deben a numerosas variables no controladas que son parte

inevitable de toda medicién fisica o quimica.

1.7.2 Errores sisteméticos

Los errores sistematicos tienen un valor definido, una causa conocida y una
magnitud semejante a la que tienen las mediciones repetidas efectuadas en la
misma forma. Estos errores dan lugar a una tendencia en la técnica de medicion,
tiene un signo y afecta por igual a todos los datos de un conjunto. Existen tres
tipos de errores sistematicos: Los que se deben al instrumento de medida, ya sea
porque tiene pequefios defectos o por inestabilidad de sus componentes; los
errores del método que surgen del comportamiento quimico o fisico no ideal de los
sistemas analiticos y los errores personales que se deben al mal manejo del

analista por falta de precaucion o experiencia.

1.7.3 Propagacion de errores en los calculos aritméticos
Con frecuencia es necesario estimar la desviacidon estandar de un resultado

calculado a partir de dos 0 mas datos experimentales, donde cada uno tiene una
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desviacion estandar conocida. Como se muestra en la tabla 1 La forma de hacer
estos estimados depende del tipo de operaciones aritméticas empleadas.
Tabla 1. Errores en los calculos aritméticos

Tipo de calculo Ejemplo Desviacion estandar de y
Sumas y restas v=a+h-c 5= 'i: - 5: - ,S'f
| ¥
o . (a=b) I . (&Y 50
Multiplicaciones o divisiones 3 =- L= ,'| T | +| 2 ] _: c |
c v '\ a b Lo
. 5, 8,
Exponenciales yv=a" — =x—=
14 el
_ . L
Logaritmos v=log,a 5, =0434—2
: a1
. 5, )
Antilogaritmos v =antilog, a —==2.3035,
N

Fuente: MILLER, J.N. Miller, J.C. Estadistica y Quimiometria para Quimica
Analitica. 42 ed. 2002. Pearson Prentice may, pp. 79

1.7.4 Andlisis de varianza (ANOVA) [15]

El analisis de varianza se puede utilizar para separar la variacién debida al error
aleatorio del error sistematico. También se puede emplear en situaciones donde
hay mas de una fuente de variacidon aleatoria o factor. Las variaciones pueden ser
controladas por el operador con el fin de disefiar experimentos intencionalmente
gue permitan identificar y evaluar las fuentes de variacion en una metodologia. Al
variar un factor estamos hablando de un ANOVA de un factor, si se varian dos
factores el ANOVA es de dos factores, y se mostrara si los resultados son

significativamente diferentes al variar un factor.
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2. METODOLOGIA

2.1 ETAPA PRELIMINAR A LA VALIDACION

Se fundamentdé en una serie de pasos que permitieron obtener la mayor
informacion relevante y orientar el proceso de validacién y poder verificar que
todos los equipos y reactivos necesarios para la validacion estén en condiciones
Optimas y poder asi garantizar que la estandarizacion de la metodologia para la
determinacion de selenio total y disuelto en aguas y suelos se lleve a cabo con

éxito.

2.1.1 Verificacion de patrones y reactivos
El proceso de validacion requiere del uso de patrones de referencia con certificado
de pureza o de incertidumbre, esto permite dar certeza a las medidas realizadas.
Se hizo una lista de los reactivos a utilizar en la validacién de las metodologias, la
lista de reactivos aplica para todas las metodologias empleadas. Utilizar
sustancias grado analitico en todos los métodos. Otros grados podran utilizarse,
siempre que sea comprobado previamente que el reactivo es de una pureza
suficientemente alta para permitir su uso sin disminuir la exactitud de la
determinacién. Si la pureza de un reactivo es cuestionable, analizar el reactivo
para determinar el nivel de impurezas. El blanco de reactivo debe ser inferior para
poder ser usado.

e Agua destilada. El agua empleada debe estar libre de interferencias.

e Acido nitrico concentrado, HNOs. El acido debe ser analizado para determinar
el nivel de impurezas. Si el blanco del método es <LDM, el &cido puede ser
utilizado.

e Acido clorhidrico (concentrado), HCI. El &cido debe ser analizado para
determinar el nivel de impurezas. Si el blanco del método es <LDM, el acido

puede ser utilizado.
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e Pero6xido de hidrégeno (30%), H,O,. Este oxidante debe ser analizado para
determinar el nivel de impurezas. Si el blanco del método es <LDM, el
peréxido puede ser utilizado.

e Soluciones estandar stock. La solucion stock corresponde a una solucién
comercial de una concentracion de 1000 mg Se/L.

e Urea.

e Borohidruro de sodio

e NaOH

2.1.2 Chequeo de procedimientos
Para cada una las metodologias se revisaron los procedimientos propuestos, se
hicieron algunas modificaciones segun los ensayos realizados y posteriormente se

utilizaron para validar e implementar.

2.1.2.1 Modificacién del método. Al realizar el montaje del método se encontré que
para este andlisis se realiz6 una modificacion en el sistema de digestion la cual se
llevé a cabo en forma cerrada y no en sistema abierto como sugeria el método.
Este cambio fue realizado debido a que se obtuvieron mejores porcentajes de
recuperacion en la digestién con tubo cerrado respecto al sistema abierto, lo que
permitid concluir que las pérdidas en el sistema cerrado eran menores por la

existencia de algunos compuestos de selenio volatiles.

A continuacion se presentan los datos obtenidos en la implementacion de la

digestion con tubo abierto y cerrado asi como el andlisis estadistico de estos

datos:

Tipo de | medid | medid | Medid | medid | Medid | Promedi | Desviaci6 | CV | Error

digestio al a2 a3 ad ab 0 n relativ

n estandar 0

Cerrada 8,41 8,11 8,72 8,11 8,27 8,324 0,2543 3,0 4,05
5

Abierta 6,85 6,86 6,49 5,94 6,4 6,51 0,3793 5,8 23.4
3

Tabla 2. Modificacién del método
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Al analizar los porcentajes de recuperacion obtenidos con el error relativo se
obtienen mayores porcentajes de recuperacion y menores errores relativos con el
método de digestién de tubo cerrado lo que conllevd a la adopcion de esta

modificacion en el método.

2.1.2.2 Selenio total en suelos. Se modifico e implement6 el método de la EPA,
Environmental Protection Agency [SW 846, On-line]. Method 3050B: Acid digestion
of sediments, sludge and soils. United States, 1996. [Revision 2]. Pesar entre 1-2 g
de muestra (peso humedo) 6 0,25 a 1,0 g de muestra (peso seco) y transferir al
recipiente donde se va a realizar la digestion. Para las muestras con alto contenido
de liquido, puede utilizarse una mayor cantidad de muestra siempre y cuando se

complete la digestion, ésta digestion se debe llevar a cabo en un sistema cerrado.

Agregar 3 mL de HNOgj, agitar y tapar los frascos de tapa rosca. Calentar la
muestra durante 15 a 20 minutos evitando la ebullicion o a ebullicion suave. Si se
generan humos de color marrén, que indica la oxidacion de la muestra por el
HNOj3, repetir este paso (adicion de 5 ml de HNO3; concentrado por 30 minutos
mas) hasta que no haya desprendimiento de humo marrén, lo que indica la
reaccion completa con el HNOs.

Una vez se ha completado la digestion y la muestra se ha enfriado, afadir 2,0ml
de agua destilada y 3,0ml de H,0O, 30%. Este procedimiento se hace afiadiendo 1
mL de Perdxido cada 5 minutos consecutivamente hasta completar el volumen de
3 mL (no afadir mas de un total de 4 mL H,O, 30% por muestra.). Tapar el
recipiente y colocarlo para realizar la digestién sobre la fuente de calor para
calentamiento y asi empezar la reaccion con el peroxido. Se debe evitar que se
produzca la pérdida de muestra debido a la excesiva efervescencia. Calentar la
muestra hasta que desaparezca la efervescencia y enfriar el recipiente

(aproximadamente 95 °C).
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Luego de que la efervescencia sea nula se deja enfriar el recipiente y se le
adicionan 5 ml de HCI concentrado (= 37%) y se calienta aproximadamente 15
minutos para completar asi el proceso de digestion. Para la lectura en el equipo de
Absorcion atémica se hace la respectiva reducciéon de la especie de selenio + VI a

Se +IV descrita en el numeral 2.1.2.4

2.1.2.3 Selenio total en aguas. La metodologia empleada para la determinacion
de Selenio total en Aguas fue la siguiente: STANDARD METHODS for the
Examination of Water and Wastewater, APHA/ AWWA/ WEF, 21st edition, 2005.
American Public Health Association 1015 Fifteenth Street, NW. Washington, D.C.
Part 3030F “Nitric acid-hydrochloric acid digestion.

Transferir un volumen medido (se recomienda un volumen de 25- 50 mL) de
muestra al recipiente de digestion. Afadir 1,5 ml de HNO3; concentrado. Realizar
la digestidn en frascos tapa rosca de tal forma que la digestion se realice a través
de un sistema cerrado. Llevar a ebullicion lenta hasta completar un tiempo de 45
minutos, dejar enfriar y volver a afiadir 2,5 mL de HNO3; dejando que su digestion

sea completa por un tiempo de 45 minutos. (solucién de color claro).

Dejar enfriar la solucion anterior y adicionar 5 ml de HCI 1:1, Llevar a ebullicién

lenta hasta que la digestién se haya completado.

Dejar enfriar y enjuagar las paredes del recipiente de reaccién y la tapa con agua
destilada. Filtrar con papel Whatman No. 41, para eliminar posibles residuos
sélidos, en un bal6n aforado de 50 mL 6 un balon aforado de volumen deseado.

Aforar con agua destilada y agitar vigorosamente la solucion.

Tomar las porciones necesarias para la determinacién de Selenio y continuar con
la actividad del numeral 2.1.2.4 del presente procedimiento para la reduccion del
Selenio y la determinacion por espectrofotometria de absorcion atomica con

generacion de hidruros.
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2.1.2.4 Selenio disuelto en aguas. Los anélisis se realizaron a las mismas
muestras de agua recolectadas para la determinacion de Selenio
total, pero éstas fueron sometidas a un proceso de filtracion, por
tanto, las verificaciones, protocolos, intervalo de aplicacion, método
de referencia y demas factores son los que se enunciaron

anteriormente.

Para el analisis de Selenio disuelto es necesaria una filtracion previa de la muestra
colectada y sin acidificar. Se toma un filtro de membrana con porosidad de 0.45
pMm y se coloca en el equipo de filtracion al vacio. El filtro debe ser lavado con
agua desmineralizada antes de utilizarlo en el método. Se filtra un volumen
aproximado de 100 mL de la muestra sin acidificar. Después, de la etapa de
filtrado se sigue la etapa de reduccién de selenio en la muestra del numeral
2.1.2.5.

2.1.2.5 Preparacion de la muestra. Reduccion del selenio. Transferir una alicuota
digerida de 10 ml a un balén aforado de 25 ml y agregar 10 ml de acido clorhidrico
concentrado (~37%) de tal forma que la concentracion final sea de 40% (v/v).
Posteriormente, afiadir 1,0 ml de solucion de urea al 100 % (p/v), de tal forma que
la concentracion final de Urea sea del 4% (p/v);.Dejar en reposo entre 12—24 horas
para permitir la reduccion de las especies de Selenio a Se (IV). Alternativamente,
se puede calentar en un sistema cerrado por 30 minutos sin permitir la ebullicion y
finalmente llevar a volumen antes de la lectura en el equipo de FLAA/GH. Justo
antes de la lectura en el equipo FLAA/GH se afora al volumen de muestra
deseado, para este caso a 25 mL; y se agita fuertemente para garantizar una

soluciéon homogénea.
2.1.3 Equipos Y Material

Se realizé una listado de equipos utilizados en la validacion de selenio, los cuales

se les realiz6 un mantenimiento preventivo correspondiente, el cual garantizara
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Optimas condiciones de funcionamiento y posteriormente un buen resultado de

analisis.

2.1.3.1 Balanza analitica. La empresa Metrolabor Ltda. Entidad que tiene
autorizacion para realizar calibracion de balanzas, verifico y calibré la balanza
analitica del Laboratorio de Consultas Industriales, expidiendo el correspondiente
certificado de calibracion.

2.1.3.2 Espectrofotometro de absorcion atdomica. Marca Agilent Technologies,
modelo AA240FS, que cuenta con un Generador de Hidruros, marca Agilent
Technologies, modelo VGA77. Estos equipos fueron revisados, probados y
calibrados por la empresa Agilent (México) una vez instalados en el Laboratorio de

Consultas Industriales.

2.1.4 Verificaciéon Del Material Volumétrico [10]

Se realizé todo el listado del material volumétrico necesario para desarrollar la
validacion de las metodologias, identificando asi el material aforado que necesita
ser verificado. Se llevo a cabo el procedimiento interno del laboratorio para la
verificacion de todo el material volumétrico usado para la validacion de los
métodos, el material utilizado es igual para las metodologias de Se total y disuelto

en aguas y Se total en suelos.

2.2 PROCEDIMIENTO DE VALIDACION

Una vez se ha garantizado que los equipos funcionan en condiciones optimas, se
procede a la optimizacion de variables instrumentales, la curva de calibracion, la
linealidad, el intervalo de trabajo, el disefio experimental, la evaluacion de las
figuras de mérito y el calculo de la Incertidumbre que serd igual para los métodos

de Se total y disuelto en aguas, y Se total en suelos.
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2.2.1 Optimizacién de variables instrumentales

Se verificaron y evaluaron todas las condiciones instrumentales, para garantizar
estos parametros y tener la certeza de que los resultados de las lecturas de los
patrones y muestras en el equipo fueran confiables y exactos. En el equipo el
fabricante sugiere algunos parametros para la optimizacion de variables, las

cuales se sometieron a un estudio con base en esa informacion.

2.2.1.1 Optimizacion del método de generacion del hidruro.Antes de comenzar la
optimizacién del Generador se realizaron ajustes en la posicion de la lampara y la
altura del mechero con la celda de cuarzo para que el valor de la sefial fuera la de
una mayor absorbancia, se ajustd el cero y se procedié a evaluar las
concentraciones de Borohidruro con una solucion de 0,4% de NaOH en una
solucién de 5M de HCI.

Se evaluaron diferentes concentraciones del reductor teniendo en cuenta las
recomendaciones del fabricante y otras citadas en articulos cientificos. 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 1.0, 1.5, todos en porcentaje peso-volumen (%p/v) de NaBH; en la
solucién de NaOH. Utilizando un patron de 8,5 ug Se/L, el cual debe dar una

absorbancia de 0.2, haciendo la lectura con la longitud de onda A=196 nm.

2.2.1.2 Proporcién aire- acetileno.Se verificd la proporcibn mas adecuada de la
concentracion de Aire-Acetileno en la llama para obtener mejores resultados de
absorbancia, para esto se utilizé un patron de 8,5 ug Se/L, haciendo la lectura con

la longitud de onda 24=196 nm.

2.2.1.3 Tiempo de pre-lectura de la muestra

Se optimizaron los valores de pre- lectura de la muestra, el tiempo en el cual el
generador toma la muestra, la lleva directamente a la llama vy se produce la
lectura en el equipo los valores evaluados segun el método fueron 35,40 y 45

segundos, respectivamente.
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2.2.2 Curva de calibracion

Solucion estandar de trabajo de 1000 pg Se/L, de la cual se toman
respectivamente 25 pL de la solucién stock de selenio y se diluyen a 25 mL. Con
esta solucion estandar de trabajo se prepara la respectiva curva de calibracion. A
todos los patrones de la curva de calibracion se les adiciona HCI concentrado cuya

concentracion final debe ser al 10%(Vv/v).

La preparacion de los distintos patrones de la curva de calibracién se hizo de
acuerdo con las siguientes indicaciones:

» 3 ug Se/L: Se tomaron 75 uL del patron de 1000 pug Se/L y se diluyeron a

25 mL.

= 6 ug Se/L: Se tomaron 150 pL del patron de 1000 pg Se/L y se diluyeron a
25 mL.

= 8 g Se/L: Se tomaron 200 pL del patrén de 1000 pg Se/L y se diluyeron a
25 mL.

= 10 ug Se/L: Se tomaron 250 pL del patrén de 1000 pg Se/L y se diluyeron a
25 mL.

= 12 ug Se/L: Se tomaron 300 pL del patrén de 1000 pg Se/L y se diluyeron a
25 mL.

= 15 ug Se/L: Se tomaron 375 pL del patrén de 1000 ug Se/L y se diluyeron a
25 mL.

2.2.3 Intervalo de validacion.

Segun la curva de calibracién descrita en el numeral anterior, el intervalo
escogido de validacién es de 0 a 15 ug Se/L. Y también se observé por medio
grafico que patrones que superan esta concentracion se encuentran por fuera del
rango lineal. Teniendo en cuenta los items descritos por el manual del equipo de
absorcion atébmica se asegura una buena linealidad dentro de este rango de

concentraciones.
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2.2.4 Linealidad

Se comprobd la linealidad con la ayuda de la prueba de t de student a la recta de
minimos cuadrados y asi verificar que estos valores estaban dentro del rango de
validacion. Fue necesario utilizar una prueba estadistica adecuada para ver si el
coeficiente de correlacion era realmente significativo, considerando el nimero de
pares de valores usados en su célculo. El método mas simple fue calcular el valor
t usando la ecuacion:

__|rlvn-2

teat =77

(Ecuacion 6)

Donde r es el coeficiente de correlacion y n el nimero de pares usados para
calcular r. El valor calculado de t se compara con el tabulado al nivel de
significacibn deseado, usando una prueba t de dos colas y (n-2) grados de
libertad. La hip6tesis nula en este caso es que no existe correlacion entre Xy Y. Si
el valor calculado de t es mayor que el tabulado la hipotesis nula se rechaza y se

concluye gue existe una correlacion significativa.

2.2.5 Disefio experimental
Se tomaron y siguieron los aspectos fijados de validacién que tiene implementado
el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales de la Universidad Industrial de
Santander, para la verificacion y validacion de métodos analiticos. Las diferentes
muestras se analizaron en orden aleatorio por un periodo de 6 dias que pudieron
ser consecutivos o no.

e Blancos Enriquecidos

e Soluciones Estandar (Material certificado para Suelos IDEAM afio 2010)

para evaluacién de la exactitud.

e Soluciones para la evaluacion de la precision.

2.2.6 Descripcién de soluciones y patrones
Como primera medida se prepararon blancos enriquecidos para Se total en aguas
y suelos, para determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion de los

métodos. Para el estdndar de suelo se utilizé un Material de Referencia Certificado
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(MRC) del IDEAM (2010), cuya concentracion de Selenio es 304 mg/Kg. Para
esto, se tomaron pesos de muestras para que la concentracion se registrara en un
punto a mitad de la curva y para la carta de control, se analizé una concentracion
de aproximadamente a 0.6 C, y para la evaluacion de la precision se prepararon
soluciones de 0.09C y 0.9C, donde, C es la concentracion tope de la curva de
calibracion.

Para aguas se preparé una solucion estandar y se analizé esta muestra para que
la concentracion se registrara a mitad de la curva (0.6C) e igualmente patrones de
0.09C y 0.9C para la evaluacion de precision en la metodologia de Se total y

disuelto en aguas.

2.2.7 Figuras de mérito

2.2.7.1 El limite de deteccién
Con los datos de los blancos enriquecidos se determind el limite de deteccién,
calculando la desviacion estandar y aplicando la ecuacion:

LDM= Xyrom + 3s  (Ecuacion 7)

Xprom €S €l valor medio de las determinaciones y S es la desviacion estandar

de las medidas.

2.2.7.2 El limite de cuantificacién

Con el valor medio y desviacion estandar de las medidas usadas en el calculo del

limite de deteccién se calcul6 el limite de cuantificacion utilizando la ecuacion:
LCM= Xprom + 10s (Ecuacion 8)

Xprom €S €l valor medio de las determinaciones y S es la desviacion estandar.

2.2.7.3 Precision
La precision del método se estimd mediante el calculo del coeficiente de variacion

obtenido de las soluciones preparadas de 0.09C y 0.9C.
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2.2.7.4 Exactitud
Se calcul6 el porcentaje de recuperacion para el MRC del IDEAM (Suelos) y el

patron de 0.6C para aguas.

2.3 ELABORACION DE LAS CARTAS DE CONTROL.

2.3.1 Carta de control para suelos
Se peso una cantidad promedio en 0,030 gramos del MRC del IDEAM, para que
diera una lectura cercana a 0.6C de la curva de calibracién. Con esas medidas se

elaboro la carta de control para suelos.

2.3.2 Carta de control para aguas

Se monitore6 por un intervalo de 10 dias la concentracién de un patrén de 7 g
Se/L para aguas, con estos datos se elabor6 la carta de control analitico
identificando los limites:

LCS= Limite de control superior

LAS= Limite de advertencia superior

LAI= Limite de advertencia inferior

LCI= Limite de control inferior

2.4 CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE.

El calculo de la incertidumbre se realiz6 para las técnicas validadas tanto en

matrices de agua como suelo.

2.4.1 Caracterizacion de las fuentes individuales de incertidumbre.

En cada uno de los diferentes pasos de las metodologias validadas se
identificaron las diversas fuentes de incertidumbre las cuales deben ser
cuantificadas, combinadas y expandidas para lograr estimar la incertidumbre total

de la metodologia.
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2.4.1.1 Incertidumbre en

la determinacion de selenio total en suelos. Se

identificaron como fuentes individuales de incertidumbre en la determinaciéon de

Selenio en suelos los siguientes factores: a) la pesada, b) la dilucion de muestra,

c) la preparacion de los patrones y d) la lectura de la curva de calibracion.

Primer factor
dilucién

Muestras

patrones

Respuesta del equipo

B\ O\

CERTIpur

Concentracién Se pg/L

Segundo factor dilucién
patrones

Figura 2. Fuentes de incertidumbre, selenio total en suelos.

MUESTRAS

1. Pesada de las muestras.

2. Aforo en un balén de 100 mL.

3. Alicuota de la muestra ya previamente digerida 10 mL.

4. Aforo de la alicuota en balon de 25 mL.

certiPUR Se

Incertidumbre asociada al patrén de Se

Preparacion de la solucion patron

Incertidumbre asociada a la preparacién de la solucién de trabajo 1000 pyg Se/L

Preparacion de los patrones de la curva

Incertidumbre debida a las preparaciones de las soluciones de los patrones de la curva

Respuesta del equipo

Incertidumbre debida a la lectura del equipo

Tabla 3. Fuentes de incertidumbre selenio total en suelos
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Primer factor
Dilucidn
patrones Respuesta del equipo

Muestras

E

Concentracion Se pg/L

Sequndo factor Dilucion
patrones

\
/N

FIG 3. Fuentes de incertidumbre, selenio total en Aguas.

MUESTRAS

1. Toma de muestra pipeta de 25 mL

2. Aforo en un balén de 50 mL.

3. Alicuota de la muestra ya previamente digerida 10 mL.

4. Aforo de la alicuota en balén de 25 mL.

certiPUR Se

Incertidumbre asociada al patrén de Se

Preparacion de la solucion patrén

Incertidumbre asociada a la preparacién de la solucién de trabajo 1000 pg Se/L

Preparacion de los patrones de la curva

Incertidumbre debida a las preparaciones de las soluciones de los patrones de la curva

Respuesta del equipo

Incertidumbre debida a la lectura del equipo

Tabla 4. Fuentes de incertidumbre selenio total en aguas.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1PREVALIDACION

3.1.1 Verificacién de Patrones
e Agua destilada.
e Acido nitrico concentrado, HNOs.
e Acido clorhidrico (concentrado),
e Pero6xido de hidrogeno (30%)

Se revisaron los certificados de analisis por parte de los proveedores de cada
reactivo, se hizo una verificacibn de los reactivos a utilizar, para descartar
cualquier contaminacion de selenio en cada uno de estos, los resultados fueron
menores al limite de deteccidon de los métodos, lo que indica que se comportan

como blancos.

3.1.2 Verificacién de Material Volumétrico

El material usado para la validacion de los métodos fue verificado, mediante el
método de medir el volumen de agua y obtener los valores y compararlos con la
tolerancia de cada material, pipeta aforada de 10 y 25 mL balones de 25, 50 y 100
mL, pipetas aforadas de 10 y 25 mL, y las micropipetas de 10-100uL y 100-

1000uL respectivamente.
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MEDIDAS PIPETA PIPETA | BALON | BALON | BALON | MICROPIPET | MICROPIPE
10 mL 25 mL 25 mL 50mL | 100mL | A10-100pL | T 100-1000
uL
1 10.0137 25,0151 | 250517 | 49.9588 | 99.9076 0.1008 1004
2 9.9938 249971 | 25.0205 | 49.9625 | 99.9372 0.1007 1007
3 9.9875 24.9671 | 24.9700 | 49.9353 | 99.8500 0.1005 1005
4 0.9988 24.9695 | 250717 | 49.9153 | 99.9058 0.1003 1003
5 10.0094 24.9651 | 25.0786 | 50.0074 | 99.9176 0.1008 1008
6 9.9980 24.9760 | 25.0610 | 49.9563 | 99.9147 0.1002 1002
7 10.0000 24.9710 | 25.0599 | 49.9688 | 99.9360 0.1010 1010
8 9.9966 24.9526 | 25.0567 | 49.8720 | 99.9460 0.0998 998
9 10.0078 24.9582 | 250745 | 49.9315 | 99.9305 0.1004 1004
10 10.0064 24.9381 | 25.0631 | 49.9495 | 99.9070 0.1012 1012
Promedio 10.0012 24.9710 | 25.0508 | 49.9457 | 99.6426 0.1004 1006
Correccion -0.0012 -0.0289 -0.0508 | -0.0054 | -0.0848 0.0006 0,0053
s 0.008 0.022 0.0326 0.036 0.0270 0.0004 0,0041
Tolerancia +0,02 +0,03 +0,04 +0,06 +0,1 +0,08 +0,08
Tabla 5. Verificacion de material volumétrico
4 N\
Verificacion del balon de 50 mL
o
e tolerancia
e
[}
3 error
'—
- J

Figura 4. Verificacion volumétrica del bal6n de 50 M
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3.2VALIDACION [22]

3.2.1 Optimizacién de variables instrumentales

Optimizacion de la Generacion del Hidruro

NaBH, (%op/V) NaOH (%p/V) Absorbancia
0,2 0,4 0,2042
0,3 0,4 0,2411
0,4 0,4 0,2018
0,5 0,4 0,1963
1 0,4 0,1832
1,5 0,4 0,1711

Tabla 6. Optimizacion con concentraciones de reductor para generacion del

Como se ilustra en la tabla 6, observamos los valores de concentracion de
borohidruro utilizados en la optimizacion, el valor que mejor reporté absorbancia
para el patron de 8,5ug Se/L fue la concentracion utilizada de 0,3 (%p/v),
concentraciones de reductor mayores a este valor reportan menor absorbancia,

esto es debido a que se genera una mayor efervescencia que causa interferencia

hidruro de selenio

en la separacion liquido-gas del reactor del generador de hidruros.

Graficamente podemos observar el comportamiento de la absorbancia frente a la
concentracion del agente reductor. El uso de concentraciones altas de reductor

también ha sido asociado con curvas de calibracion no lineales, con coeficientes

de correlacion (R?) bajos.
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Variacion de la concentracion del
Reductor

§ u
8
S
Ko}
<

4

X
X
Concentracion del Reductor

- J
Figura 5. Concentracion de Reductor Vs Absorbancia

3.2.1.1 Proporcion Aire —Acetileno. Cada elemento que es capaz de formar
facilmente un hidruro tiene una temperatura especifica de atomizacion, las
concentraciones de aire y acetileno suministradas a la llama fueron sometidas a
estudios para lograr la mayor eficiencia. Los resultados de estos estudios se

presentan en la tabla 7.

Aire (L/min) Acetileno (L/min) Absorbancia
13,4 3,1 0,1876
12,0 2,5 0,2132
11,5 2,0 0,2312
11,0 15 0,2431

Tabla 7. Proporcién aire -acetileno
La relacion estequiométrica Optima en la reaccion de combustién es 2 moles de
Acetileno por 5 moles de Oxigeno, los calculos realizados para la relacion de
maxima absorbancia Aire/Acetileno= 7,3 (L/min) como resultado que esa cantidad
de acetileno (1,5 L/min) debe reaccionar con aproximadamente (11,0 L/min) de
Aire. Esto quiere decir que la combustion de la llama es completa y permite que el

hidruro se atomice totalmente en la celda.
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3.2.1.2 Tiempo de pre-Lectura de la muestra. En la figura 6 se observa que la
absorbancia maxima se alcanza después de los 45 segundos de estar en contacto
la muestra con los reactivos del proceso de generacion del hidruro en el equipo.
Con este intervalo de tiempo se garantiza que la muestra ya ha culminado el ciclo
por el generador y la atomizacion dentro de la celda de cuarzo y poder asi hacer la
respectiva lectura. Para la limpieza del reactor del generador se dejé un tiempo
aproximado de 50 segundos entre el paso de muestras para evitar el efecto

memoria e introducir error en medidas.

4 N\

Toma de muestra y lectura
/
X
/

Absorbancia

s

Tiempo [s]

Figura 6. Tiempo de pre-lectura de las muestras.
3.2.2 Curva de calibracion
Segun los parametros que recomienda la compafiia fabricante del equipo, ilustran
en el manual de funcionamiento que la curva de calibracién para Selenio es lineal
aproximadamente hasta un valor de 15ug Se/L. Se tomé este rango de referencia
para hacer la validacion ya que los coeficientes de correlacion se ajustan dentro

de los parametros aceptados los cuales deben ser mayores a 0,995.
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Concentracion (ug/L)

Absorbancia

0 -0,009
3 0,0789
6 0,165
8 0,2359
10 0,2798
12 0,3306
15 0,4207

Tabla 8. Promedio de la Absorbancia de los patrones en los diferentes dias

evaluados

Tomando estos valores se hizo la respectiva grafica y se observo el coeficiente de

correlacion, el cual se ajusta a un comportamiento lineal R2 = 0,9993. Lo que

demuestra la linealidad del intervalo de concentraciones utilizada. Se leyeron

estos patrones de Selenio por

lecturas de los patrones.

7 dias diferentes, en la tabla 9 se ilustran las

Patréon dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia 6 dia7 | Promedio
Hg/L
0 0 0,001 0,0004 0,0011 0,0028 0,0021 0 0,0010
3 0,0749 0,0724 0,0765 0,069 0,1036 0,1065 | 0,1045 0,0867
6 0,1575 0,1549 0,1626 0,1254 0,2052 0,2087 0,2045 0,1741
8 0,2171 0,2045 0,2209 0,1816 0,2714 0,2735 0,2718 0,2344
10 0,277 0,2618 0,2742 0,2303 0,3326 0,3347 0,3306 0,2916
12 0,3339 0,3176 0,332 0,2863 0,3906 0,3947 0,3917 0,3495
15 0,4238 0,3868 0,4106 0,3643 0,4682 0,4691 | 0,4679 0,4272
r 0,9990 0,9992 0,9997 0,9962 0,9972 0,9965 | 0,9970 0,9978
m 0,0284 0,0262 0,0276 0,0242 0,0314 0,0314 0,0315 0,0286
b 0,0074 0,0019 0,0022 0,0072 0,0116 0,0013 0,0103 0,0059

Tabla 9 Lectura de patrones de selenio

Con los valores promedio se construyé la curva de calibracion que aparece en la

figura 7.
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CURVA DE CALIBRACION
y =0,0287x +0,0023
A R? = 0,9996
b
s
0
r
b
a
n
c
[
a
Concentracion pg/L Se
- J

Figura 7. Curva de calibracion de selenio
3.2.3 Intervalo de validacion.
Con los datos obtenidos de la curva de calibracion, se escoge como intervalo de
validacion el rango de concentraciones de 0 a 15ug Se/L. Con las pruebas
realizadas se puede observar la correlacion lineal y por tanto validar la

metodologia implementando éstas concentraciones.

3.2.4 Linealidad
Se realizé la prueba t de Student a la recta de minimos cuadrados para comprobar
la linealidad dentro del rango de validacion. Esta prueba permite verificar

estadisticamente si los datos tienen correlacién lineal.

El valor calculado t con la ecuacion 6, se compara con el valor tabulado, se
propone una hipétesis nula, en este caso que no existe correlacion entre Y y X. Si
el valor calculado es mayor que el tabulado la hipétesis nula se rechaza y se
concluye que hay una relacion significativa.

Hipotesis Nula: No existe correlacion entre Y y X.
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t cal= 79,03 reemplazando r en Ec.1.6 con n=7

t tab= 2,57 con Intervalo de confianza del 95% y 4 grados de libertad.

Como tcal>t tab se rechaza la hipotesis y si hay correlacion entre Y y X.

3.2.5 Disefio experimental

3.2.5.1 Disefio experimental para el analisis de selenio total en suelos. En la
metodologia de validacion de Selenio total en suelos se utilizaron blancos
enriquecidos para poder determinar el parametro del limite de deteccién del
método y el limite de cuantificacion. Para esto se usé un suelo que contenia poca

materia organica suministrado por el Laboratorio de Consultas Industriales.

Se evalud este suelo para cuantificar la concentracion de Selenio presente en
sistema de digestion abierto y cerrado, de lo anterior se obtuvo mejores resultados
al implementar el sistema cerrado, con lo cual se comprueba su mayor eficiencia

en comentarios posteriores. (ver numeral 3.2.5.1.4).

Fueron preparados los blancos del suelo y blancos enriquecidos sometiéndose al
proceso de digestion descrito en el numeral 2.1.2.1, a los cuales se les evalu6 el
criterio de porcentaje de coeficiente de variacion, para poder asi determinar el
valor de concentracion diferente al blanco y cuales de estos valores eran los mas
adecuados a los porcentajes de recuperacion, las concentraciones de los blancos
enriquecidos de eran de 0,1, 0,3y 0,4ug/L.

MUESTRA LECTURA EQUIPO pg/L %CV
BLANCO SUELO 0 75,46
0,1 0,05 51,2

0,3 0,24 38,2

0,4 0,37 12,5

Tabla 10. Blancos enriquecidos en la matriz de suelo
Se puede observar en la tablal0, que las concentraciones de 0,1, 0,3 pg/L tienen

un alto valor en el coeficiente de variacién y se deduce que las muestras con esas
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concentraciones se comportan como blancos. El valor del blanco enriquecido 0,4
Mg Sel/L, tiene un coeficiente de variacion menor, por lo cual su valor para la

determinar el limite de deteccion del método es mas adecuado.

CONCENTRACION BLANCO ENRIQUECIDO 0,4pg Se/L
0,383
0,367
0,372
0,401
0,359
Promedio 0,375
Desviacion Estandar 0,046

Tabla 11. Promedio de blanco enriquecido para la determinacion de selenio en
suelo
3.25.1.1

Utilizando las ecuaciones 1.7 y 1.8, podemos calcular el limite de deteccion y de

Limite de deteccion y limite de Cuantificacion.

cuantificacion. Los datos se encuentran reportados en la siguiente tabla. El valor
de concentracion debe expresar en mg/Kg de suelo, por eso se multiplica por 0,1L
gue es el volumen del aforo y se divide en el peso promedio del suelo con el que
se hicieron los analisis 1g. Con este valor promedio se calculd el limite de

deteccion y el limite de cuantificacion.

Limite de Limite de
X ' Desviacion Coeficiente deteccion del cuantificacion
METAL (rﬁ§7£33 estandar (s) | devariacion método del método
(mg/Kg) (%) (LDM) (LC™M)
(mg/Kg) (mg/Kg)
Selenio (Se) 0,037 0,0046 12,5 0,052 0,084

Tabla 12. Limite de deteccidén y limite de cuantificacion para la determinacion de

selenio en suelos.

3.2.5.1.2 Precision del Método
La precision del método se evaludé en términos del coeficiente de variacion
obtenido durante la evaluacion de dos muestras reales (M1, M2) durante 7 dias.

En la tabla 13 se presentan los resultados obtenidos.
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Medid Medid Medid Medid Medid Medid Medid | Promedi

Mtl::s al a2 a3 ad ab ab a7’ o} CV (%)
(nafl) (Mgl (nafl) (nafl) (Mgl (na/l) (nafl) (uafl)
M1 3,39 3,46 4,15 3,72 3,73 3,56 4,17 3,74 8,36

M2 11,11 10,21 13,02 12,23 11,71 10,71 10,75 11,39 8,63

Tabla 13. Determinacién de la Precisiéon en la determinaciéon de selenio en suelos.

El coeficiente de variacion obtenido es del 8,36 % valor que se encuentra dentro
del valor aceptado (20%) dado que la muestra analizada presenta una baja
concentracion aproximada de (3.74 pg/L). Asi mismo el coeficiente de variacion de
la muestra M2 es 8,63% valor que cumple el criterio de aceptacion para muestras
de rango alto (10%).

3.2.5.1.3 Exactitud del Método

La exactitud se evalué en % Error relativo, mediante el analisis del material de
referencia certificado (MRC) empleado en las pruebas interlaboratorios con el
IDEAM del afio 2010. La exactitud se evalué en tres puntos del rango de
validacion: Rango bajo (P1) (~0,09% de la concentracion), rango medio (P2) (~0,5
% de la concentracion) y rango alto (P3), (~0,9% de la concentracion). Se emple6
el mismo MRC, pero utilizando pesos de muestra diferentes. En la tabla 14 se

presentan los resultados obtenidos.

valor de Valor Desviacio
Concentracié . MRC n Error
. referenci - . CV .
Muestra n obtenida a MRC obtenido estandar, (%) Relativo
(ug/l) (mg/Kg) | Promedio S . (%)
: (mg/Kg) | (mg/Kg)
(Rpalr;go bajo 216 246,9 6.4 259 | 18,8
Rango medio 8,37 304 301,9 230 | 763| 070
Alto rango (P3) 12,7 338,63 3758 |11,1| 11,4

Tabla 14. Exactitud del método en la determinacién de selenio en suelos
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Los valores obtenidos estan dentro del rango de aceptacion reportado en los
resultados de las pruebas de evaluacién desempefio del IDEAM en el afio 2010.

La variacion de estos valores pudo ser debido a la gran cantidad de metales que
presentaba esta muestra, algunos elementos pueden reaccionar ocasionando
interferencias, pero no son significativas ya que los valores se encuentran dentro

de los limites especificados.

3.2.5.2 Disefio experimental para la determinacion de selenio total en aguas

Para la validacion de Selenio total en aguas al igual que en la matriz de suelo se
utilizaron blancos enriquecidos para determinar los pardmetros como, el limite de
deteccion y el limite de cuantificacion. Se utilizaron muestras de agua natural
suministradas por el Laboratorio de Consultas Industriales, y se hicieron
adicionados de concentraciones bajas de Selenio, se evaluaron los coeficientes de
variacion de los blancos enriquecidos y el valor elegido fue 0,4 ug/L, ya que este
valor presenta un %CV que es aceptable para rango bajo de concentracion.

LECTURA EQUIPO pg/L %CV

MUESTRA
BLANCO AGUA 0 97,6
0,08 0 71,2
0,15 0,028 28,2
0,4 0,31 30,5
0,5 0,55 7,12

Tabla 15. Blancos enriquecidos para determinacién de selenio en aguas.

Utilizando este valor como concentracién para el blanco enriquecido se realizaron

analisis por 7 dias y los resultados obtenidos se ilustran en la tabla.
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CONCENTRACION BLANCO
ENRIQUECIDO 0,5ug/L Se

0,63
0,55
0,56
0,58
0,54
0,57

Promedio 0,55

S 0,039

Tabla 16. Promedio blanco enriquecido para determinacion de selenio en aguas.

3.2.5.2.1. Limite de deteccion y limite de Cuantificacion. Con la ecuacién
calculamos el limite de cuantificacion y el limite de deteccion para el método de
selenio total en aguas, en la tabla 18, se pueden observar los valores de estas

figuras de mérito y el coeficiente de variacion de las medidas.

Limite de Limite de
X Desviacion deteccioén del cuantificacion
METAL ( ‘”7{‘) estandar, s CV (%) método del método
= (Hg/L) (LDM) (LCM)
(Mg/L) (Mg/L)
Selenio (Se) 0,55 0,040 7,12 0,68 0,97

Tabla 17. Limite de deteccion y limite de cuantificacion para determinacién de Se

en aguas.

El valor de los limites es un poco mayor que los suelos debido a las matrices y a
los tratamientos de las muestras, en aguas, el tratamiento de la muestra en el
ataque con &cido puede ser una fuente de pérdidas y la variacibn en

concentraciones mas bajas que en suelo es mayor.
3.2.5.2.2 Precision del Método. La precision del método se evalud en términos del

coeficiente de variacidon obtenido durante la evaluacion de una muestra real. En la

tabla No 19 se presentan los resultados obtenidos.
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Medid | Medid | Medid | Medid | Medid | Medid | Medid | Promed
Muestra al a2 a3 a4 ab a6 a’ io CV (%)
(Mo/l) | (ua/l) | (ua/) | (ug/) | (ug/l) | (pa/l) | (pgll) (na/l)
M1 1,4 1,35 1,23 1,0 0,99 1,05 1,02 1,15 15,2

Tabla 18. Precision del Método para la determinacion de Se en aguas.

El coeficiente de variacion obtenido es del 15,2% valor que se encuentra dentro
del valor aceptado (20%) dado que la muestra analizada presenta una baja
concentracion aproximadamente (1.2 pg/l ).

3.2.5.2.3 Exactitud del método. La exactitud se evalué en términos del error
relativo y las interferencias por matriz se evaluaron en términos del porcentaje de
recuperacion del analito (Se), mediante el andlisis de la misma muestra real
empleada para evaluar la precisidbn y en tres puntos del rango de validacion:
Rango bajo (P1) (~0,09% de la concentracion), rango medio (P2) (~0,5% de la
concentracion) y rango alto (P3), (~0,9% de la concentracion). En la tabla No.20
se presentan los resultados obtenidos.

valor Valor obtenido Desviacio
esperado en
; en n
concentraci ., , CvVv %
Muestra p concentracion estandar, .,
6n del . (%) Recuperacion
. del adicionado S
adicionado (ug/l) (ug/l)
(ug/l) Hg Hg
Rango bajo 1,35 1,33 0,09 | 679 98,3
(P1)
Rango medio
P2) 8 7,97 0,418 5,24 99,7
Alto rango (P3) 13,5 13,6 0,67 4,94 100,53

Tablal9 Exactitud Método para determinacion de selenio en aguas.

3.3 DETERMINACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA CUANTIFICACION DE
SELENIO TOTAL EN SUELOS.

Se identificaron todas las fuentes de incertidumbre en la metodologia validada de
cuantificacion de Selenio en suelos y se cuantificé la incertidumbre para el

resultado final.
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3.3.1 Pesada de las muestras.
En la pesada de cada muestra se reportan dos fuentes de incertidumbre, las
cuales son: a) La incertidumbre dada por la division de la escala de la balanza y b)

La incertidumbre en la calibracién de la balanza.

3.3.1.1 Incertidumbre estandar en la divisién de la escala de la balanza. La minima
medida registrada por la balanza, es la division de escala de la misma,

la incertidumbre estandar sera: Division= 0.0001g

U, = 0'0001/\/§ — 0,000058

3.3.1.2 Incertidumbre estandar en la calibracion de la balanza.

El certificado de calibracion de la balanza emitido por MetroLabor presenta el
siguiente valor de incertidumbre: U = 2,646x10™ + 1,55112x10-6 *w Donde w es el
peso de muestra. Para la metodologia se pesO alrededor de 0.0340 gramos

demuestra, por tanto la incertidumbre seré:

U = 2,646x107* 4+ 1,55112x107° = (0,0340) = 0,00026465

Ugp = 0,00026465/ _ _5
=1,527x10
V3 x

3.3.1.3 Incertidumbre combinada en la pesada de las muestras.

Uge =/ (UD? 4+ (U2)2 =,/(0,000058)2 + (1,527E — 5) = 0,0000581

3.3.1.4 Incertidumbre estandar relativa para la pesada de las muestras.
El cociente entre la incertidumbre combinada de la pesada de las muestras y el
peso de muestra usado en la metodologia, nos da el valor de la incertidumbre

estandar relativa.
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Ugrpa =Uac/ 0.0117 = 0,0000581/ 0.0340 = 0.00172

3.3.2 Incertidumbre por dilucién de muestras en un balén aforado de 100 mL.
Al transferir la muestra digerida de selenio en el balon de 100ml, se tiene en
cuenta la contribucion de la incertidumbre dada por el efecto de la temperatura, la

repetibilidad y tolerancia del balén de 100 mL en este paso de la metodologia.

3.3.2.1 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura.
Esta fuente de incertidumbre estd dada por la ecuacion Ubl= (4 x2e™* —4
1)/V/3 , donde V es el volumen del material usado en este caso, el balén de

100ml, se supone una distribucién rectangular de los datos.

Ub1 = (4*2e~* —4*100) / v/3 = 0.0462

3.3.2.2 Incertidumbre estandar por la repetibilidad del balon de 100 mL.

En la verificacidon del material volumétrico que se hizo para la metodologia de
Selenio, se calcula la desviacion estandar y ésta se divide en el niumero de
mediciones hechas en la verificacion. Ub2=s/+/n Donde n es el nimero de

réplicas.

Ub2 = 0.0270/ ¥10 = 0.0085

3.3.2.3 Incertidumbre estandar por la tolerancia del balén de 100 mL.

El fabricante del balén usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de

tolerancia de +0.1 mL y se asume una distribucién rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

Ub3 =Tolerancia /v/3 = 0.1/ V3 = 0.0577
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3.3.2.4 Incertidumbre combinada por dilucion de las muestras en un balon de 100

mL.

Ubc = /(Uby)? + (Ub,)? + (Ubs)?=,/(0,0462)2 + (0,0087)% + (0,0577)2= 0,0496

3.3.2.5 Incertidumbre estandar relativa por dilucion de las muestras en un balén de
100 mL.
La incertidumbre estandar relativa esta dada por el cociente entre Ubc2 y el

volumen de aforo (100mL).
Ugrep = Ubc/100 = 0.057/100 = 0.000570

3.3.3 Incertidumbre por dilucion de muestras en un balon aforado de 25 mL.

Al diluir la muestra ya digerida del suelo para su preparacion y posterior lectura en
el equipo en un balén de 25 mL, se tiene en cuenta la contribucion de la
incertidumbre dada por el efecto de la temperatura, la repetibilidad y tolerancia del
balon de 25 mL en este paso de la metodologia.

3.3.3.1 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura. Esta fuente de
incertidumbre esta dada por la ecuacién Ubys=(4 + 2e™* — 4 = V) /+/3 y el volumen
del material usado en este caso, el balén de 25 ml, se supone una distribucion

rectangular de los datos.
Ub25, = (4 * 2e™* — 4 % 25)//3=0,0115

3.3.3.2 Incertidumbre estandar por la repetibilidad del balén de 25 mL.

En la verificacion del material volumétrico usado en la metodologia de suelos para
Selenio, se calcula la desviacion estandar y esta se divide en el nimero de
mediciones hechas en la verificacién. Ub2 = s / v/n Donde n es el nimero de

réplicas.
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Ub25, = 0,0326/4/10 = 0,0103

3.3.3.3. Incertidumbre estandar por la tolerancia del balén de 25 mL.
El fabricante del balon usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de
tolerancia de +0.04 mL y se asume una distribucion rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

Ub25,= Tolerancia ///3 = 0.04/ /3 = 0.023

3.3.3.4 Incertidumbre combinada por dilucion de las muestras en un balon de 25

mL.

Ub25c=/(Ub25,)% + (Ub25,)2 + (Ub255)%=,/(0,0115)% + (0,010)2 + (0,023)2= 0,0121

3.3.3.5 Incertidumbre estandar relativa por dilucién de las muestras en un balén de
25 mL.
La incertidumbre estandar relativa esta dada por el cociente entre Ub25c vy el

volumen de aforo (25 mL).

Uprpas =Ub25¢/25 = 0.0121/25=0.000484

3.3.4 Incertidumbre estandar por alicuota de 10 ml, para preparacion de la
muestra.

Al tomar una alicuota de la muestra digerida del suelo con la pipeta de 10 ml, esta
se afora en un balén de 25 ml, se tiene en cuenta la contribucion de la
incertidumbre dada por el efecto de la temperatura, la repetibilidad y tolerancia de
la pipeta de 10 mL en este paso de la metodologia.
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3.3.4.1 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura.
Esta fuente de incertidumbre esta dada por la ecuacion Up10; = 4 * 2e™* — 4 x
V) /V/3y el volumen del material usado en este caso, la pipeta de 10 mL, se

supone una distribucién rectangular de los datos.

Ub10, = (4 * 2e™* — 4 x 10)/+/3 = 0,0081

3.3.4.2 Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la pipeta de 10 mL.
En la verificacién del material volumétrico usado en la metodologia, se calcula la
desviacion estandar y esta se divide en el nimero de mediciones hechas en la

verificacion. Ub2 = s / +/n, Donde n es el nimero de réplicas.

Ub10, = 0,008//10 =0,00256
3.3.5.3 Incertidumbre estandar por la tolerancia de la pipeta de 10mL.
El fabricante del balén usado para la diluciéon de las muestras reporta un valor de

tolerancia de +0.02 mL y se asume una distribucion rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

Ub10; =Tolerancia /+/3 = 0.02/ /3 = 0.011

3.3.5.4 Incertidumbre combinada por alicuota tomada por la pipeta de 10mL.

Ub10c =/(Ub10,)2 + (Ub10,)2 + (Ub105)2,/(0,0081)2 + (0,025)2 + (0,011)2
3.3.5.5 Incertidumbre estandar relativa por alicuota tomada por la pipeta de 10mL
La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre Ul0c y el

volumen de aforo (10mL).

Ugrp1o =Ub10c/10 = 0.0082/10=0.00082
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3.3.6 Incertidumbre combinada del pesaje de las muestras y diluciéon de la
digestiéon y preparacién de las muestras.

Para este calculo se tienen en cuenta la contribucion de la incertidumbre estandar
relativa del pesaje de las muestras, del balén de 100 mL, del balon de 25 mL y de

la pipeta de 10mL.

UAs = \/(UERBa)Z + (Ugrep)? + (Ugrp2s)? + (Ugrp10)? = 0,00172

3.3.7 Incertidumbre debida al primer factor de dilucion (preparacion de la
solucién patron intermedio en la curva de calibracion).

En la metodologia empleada en la validacion se menciond que para preparar los
patrones de la curva de calibracion primero se preparé una solucion madre de
1000 pg Se/L a partir de la Solucion CERTIpur certificado de 1000 + 10 mg Sel/L,
midiendo 25 uL del estandar y aforando a 25 mL, para el calculo de la
incertidumbre se tiene en cuenta el aporte debido a la micropipeta de 10-100 L y
al balén de 25 mL

3.3.8 Incertidumbre generada por la micropipeta de 10-100pL.
Se tiene en cuenta el aporte de la repetibilidad de la medida de 10-100uL, el

efecto de la temperatura y la tolerancia de la pipeta.
3.3.8.1 Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la micropipeta. En la

verificacion del material volumétrico se obtuvo la desviacion estandar de 10

mediciones de volumen, asumiendo una distribucién normal, la incertidumbre esta

dada por: Umpl=s/+/n Donde n es el nimero de medidas.

Ump1 =0.0004/ v10 =0.00013
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3.3.8.2 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura. Esta contribucion
se obtiene multiplicando: variacién de la temperatura (4°C), el coeficiente de
expansion del agua (2e~*) y el volumen del material volumétrico (10 mL) y una

distribucién rectangular.

Ump, = (4 * 2e~* — 4+ 10) /+/3 = 0,0082

3.3.8.3 Incertidumbre estandar por la tolerancia de la micropipeta de 10- 100pL.

El fabricante de la pipeta usada para la toma de la alicuota reporta un valor de

tolerancia de £0.08 pyL y se asume una distribucion rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

Ump; =Tolerancia /+/3 = 0.08/ /3 = 0.046

3.3.8.4 Incertidumbre combinada de la micropipeta de 10-100uL.

umpc =,/(Ump,)? + (Ump,)? + (Umps)2=,/(0,00013)2 + (0,0082)% + (0,046)>= 0,00231

3.3.8.5 Incertidumbre Estandar Relativa de micropipeta de 10-100uL
La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre Umpc3 y el

volumen de la micropipeta (10-100pL).

Unmper = Umpc/10 = 0.00023/10=0.000023

3.3.9 Incertidumbre generada por el balén de 25 mL (aforo)
Esta incertidumbre ya fue calculada en el apartado 3.3.3.5 En donde se obtuvo el
valor de la incertidumbre estandar relativa. UERB25 = 0.000484

3.3.10 Incertidumbre estandar relativa del primer factor de dilucion.
Se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 10-
100uL (UmpER) y la incertidumbre estandar relativa del balén de 25mL (UERB25)
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Upp = \/ (Umper)? + (Ugrg2s)? = 4/(0,000023)2 + (0,000484)2 = 0,000023

3.4 INCERTIDUMBRE DEBIDA AL SEGUNDO FACTOR DE DILUCION
(PREPARACION DE LOS PATRONES A PARTIR DE LA SOLUCION PATRON
INTERMEDIO)

Ya con la solucion patron intermedia preparada se prosigue a evaluar la
incertidumbre generada durante el segundo factor de dilucion, en donde a partir de
la solucion intermedia se tomaron las diversas alicuotas con una micropipeta de
100-1000 pL y se aforaron en un balén de 25 mL para obtener los patrones de la

concentracion deseada.

3.4.1 Incertidumbre generada por la micropipeta de 100-1000 L.

Siempre se tienen en cuenta los tres aportes para el material volumétrico:
Repetibilidad de la micropipeta, efecto de la temperatura y tolerancia de la
micropipeta para éste calculo.

3.4.1.1. Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la micropipeta de 100-1000
ML. En la verificacion del material volumétrico se calcul6 la desviacién estandar de
10 mediciones de volumen de la micropipeta de 100-1000 uL, con la cual se

calcula la incertidumbre estandar. Asumiendo una distribucién normal de los datos.

Uiyp = S/v/n Siendo n el nimero de mediciones.

Uimp = 0,2856/4/10 =0,0903

3.4.1.2 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura. Esta contribucion
se obtiene multiplicando: variacion de la temperatura (4°C), el coeficiente de

expansion del agua (2E~%) y el volumen del material volumétrico (1000 uL) y una

distribucion rectangular.
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Ump, = (4 * 2e~* — 4 + 1000) /+/3 =0,5196
3.4.1.3 Incertidumbre estandar por la tolerancia de la micropipeta de 100- 1000 uL.
El fabricante de la micropipeta de 100-1000 pL usada para la toma de las alicuotas

reporta un valor de tolerancia de £0.08 pL y se asume una distribucién rectangular,

por tanto lo incertidumbre esta dada por:

Ump, =Tolerancia /+/3 =0.08/ V3 =0.0461

3.4.1.4 Incertidumbre combinada de la micropipeta de 100-1000 pL.

umpc =,/(Ump,)? + (Ump,)? + (Ump;)2=,/(0,0903)2 + (0,5196)2 + (0,0461)2=0,3024

3.4.1.5 Incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 100-1000 pL.

La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre UmpER vy el
volumen de aforo (1000 pL).

Umper = Umpc/1000 = 0.362/1000=0.000362

3.5 INCERTIDUMBRE GENERADA POR EL BALON DE 25 ML (AFORO)

Esta incertidumbre ya fue calculada en el apartado 3.3.7.5. En donde se obtuvo el
valor de la incertidumbre estandar relativa. UERB25 = 0.000484

3.6 INCERTIDUMBRE ESTANDAR RELATIVA DEL SEGUNDO FACTOR DE
DILUCION.

Se obtiene con incertidumbre estandar relativa del balén de 25 mL (UER25)

Uzrp = (UERBZS)Z = 0,000484
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3.7 INCERTIDUMBRE ESTANDAR DEBIDA AL MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO CON EL CUAL SE PREPARO LA CURVA DE CALIBRACION.

Esta fuente de Incertidumbre es debida a la concentracion del material certificado,
solucion CERTIpur certificado de 1000 + 10 mg/L de Se.

Valor Nominal 1000 mg/L de Se

3.7.1 Incertidumbre combinada del material de referencia
Corresponde al valor dado en el material de referencia 10 mg/L
UMRC = 10

3.7.2 Incertidumbre estandar material de referencia

Se asume una distribucion rectangular de los datos por lo tanto la U estandar sera:

Uur =UMRC//3 =10/+/3=5,773

3.7.3 Incertidumbre estandar relativa material de referencia
UMRCgr = UMR/1000 =5,773/1000=0.005773

3.8 INCERTIDUMBRE ESTANDAR DEBIDA A LA RESPUESTA DEL EQUIPO
AL LEER LA ABSORBANCIA DE LOS PATRONES.

Para una ecuacion de tipo y =ma+ B, despejamos la componente que

corresponde a la concentracion como se muestra en la ecuacion.

Y-8
a = —
m
a = Concentracion de masa
y = Respuesta del equipo

p = La ordenada al origen



m = La pendiente
En la tabla 20 se muestra un disefio experimental tipico .para la estimacion de la
Incertidumbre debida a la respuesta del equipo y para ello se realiz6 una curva de

calibracion con i concentraciones y j repeticiones con lo que se hace un arreglo « i,

Yi-
Tabla 20. Disefio experimental para incertidumbre debida a la respuesta del
equipo
Curvas de calibracién

Y1 Y2 ...... Vi
-
o
u r
g o 1 a1, 1
C
(i)
= o2
0
@)

o iy V]

Fuente: MILLER, J.N. Miller, J.C. Estadistica y Quimiometria para Quimica
Analitica. 42 ed. 2002. Pearson Prentice may, pag. 103.

Para este arreglo se realiz6 la regresion lineal y se calculé m y b, por ajuste de

minimos cuadrados.

m=0,029 b =0,0023
Con los datos que se obtuvieron, en la elaboracién de la ecuacion de la linea recta

en la curva de calibracion para la metodologia, se estimé la incertidumbre, de una
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concentracion de masa del elemento quimico a medir “a”, con base al calculo de

w9

regresion lineal de la curva de calibracién con una respuesta “y”. Como se

muestra en la siguiente ecuacion.

S 1+1+(a—amrc)2
m. P n Sy

Uy = Incertidumbre del analito obtenida por la respuesta del equipo

S = Desviacion estandar residual del calculo de la regresion lineal

m = Pendiente calculada

P = Numero de réplicas del analito

n = Numero de puntos en la curva de calibracibn multiplicada por el nimero de
réplicas i,

a = Concentracion del analito

amrc = Valor medio de las concentraciones en los patrones de calibracion

S, = Suma de los cuadrados residuales de las concentraciones

— 2
)= \/1 + =+ 88 61140
0,029 \/6 36 2,31
La desviacion estandar residual se calcula mediante:
N —(ma+b)?
S = \/ J 1(V]n_(2 ) = 0,0069

N
Sy = Z(ai —a)? =231
Jj=1

Dénde:

y; = Lecturas j observadas
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ma + b = Lecturas j ajustadas
a; = Concentraciones i usadas en la curva de calibracién
a =Concentracion media en la curva de calibraciéon

Al ajustar por minimos cuadrados se asume que la incertidumbre de los valores
presentes en las abscisas son pequefios al ser comparados con los valores de
las ordenadas. Por lo cual se refleja la incertidumbre de los valores de
absorbancia.

3.9 INCERTIDUMBRE ESTANDAR RELATIVA DEBIDA A LA RESPUESTA DEL
EQUIPO AL LEER LA ABSORBANCIA DE LOS PATRONES.

Se obtiene dividiendo la incertidumbre estandar debida a la curva de calibracion y

el valor de concentracion de la medida, (8 ug/L)

U
Ugr = /g =01142/8 = 0,0142

3.10 INCERTIDUMBRE COMBINADA DEL METODO.
Se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa debida a:

v Pesada de las muestras, Dilucién en balén de 100 mL, preparaciéon de las
muestras

v Solucién Patrén

v Dilucion de la Solucion Patron ( Primera Dilucion)

v Preparacion de Patrones ( Segunda Dilucién)
v

Curva de Calibracion
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Ucmetodo = v/ (Uas)? + ((UMRCgr)? + (Upp)? + (Uzrp)? + (Uypr)? =

J(0,00172)% + (0,00577)2 + (0,000023)Z + (0,000484)Z + (0,0142)2= 0,00195

Se observa que la curva de calibracibn hace la mayor contribucion en
incertidumbre a la metodologia de selenio en suelos como se muestra en la figura
6.

3.11 INCERTIDUMBRE EXPANDIDA.

Se obtiene multiplicando la incertidumbre combinada del método por k (el factor de

cobertura).

Ugxp metodo = TUcmetodo X k=% 0,00195 x 2 = 0,0039

3.12 EXPRESION DEL RESULTADO

Expresion del resultado:

C+mg/Kg
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4. DETERMINACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA CUANTIFICACION DE
SELENIO TOTAL EN AGUAS.

Se identificaron todas las fuentes de incertidumbre en la metodologia de
cuantificacion de selenio en aguas y se calculé la incertidumbre para el resultado

final.

4.1 MEDIDA DEL VOLUMEN DE LA MUESTRA, AFORO Y PREPARACION DE
LA MUESTRA.

Al medir un volumen de la muestra como se mencion6 en la metodologia
empleada para la validacion de selenio total en aguas, esta aporta una
incertidumbre por el material volumétrico utilizado. En este caso la pipeta de 25
mL y su posterior aforo en un balén de 50mL. De este aforo se toman 10mL y se

llevan a un volumen final de 25 mL.

4.1.1 Incertidumbre estandar de la pipeta de 25mL, efecto de la temperatura
Esta fuente de incertidumbre est4 dada por la ecuacion

Upps = (4% 2e ™ — 4% V)/y/3 y V es el volumen del material usado en este caso,

la pipeta de 25 mL, se supone una distribucién rectangular de los datos.
UPl,5 = (4% 2e”* — 4+ 25)/4/3 =0,0115
4.1.1.1. Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la pipeta de 25 mL.

En la verificacion del material volumétrico usado en la metodologia, se calcula la

desviacion estandar y esta se divide en el nimero de mediciones hechas en la

verificacion. Up,s= S/ v/n donde n es el nimero de réplicas.

UP2,s = 0,022/+/10 =0,0069
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4.1.1.2 Incertidumbre estandar por la tolerancia de la pipeta de 25 mL.
El fabricante del balén usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de
tolerancia de +0.03 mL y se asume una distribucién rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

Up3,5 = Tolerancia ///3 = 0.03/ /3 = 0.0173

4.1.1.3 Incertidumbre combinada por alicuota tomada por la pipeta de 25 mL.

UCpys = (UP1,5)? + (UP2,5)% + (UP3,5)%=4/(0,0115)2 + (0,00696)2 + (0,0173)2=0,0118

4.1.1.4 Incertidumbre estandar relativa por alicuota tomada por la pipeta de 25mL.
La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre Ucp25y el

volumen de aforo (25 mL).

UERp25 = UCp25/25 = 0,0118/2520000472

4.2 INCERTIDUMBRE POR DILUCION EN UN BALON DE 50 ML.

Como la muestra cuando se digiere se lleva a un volumen final de 50 ml en un
bal6n aforado, por ello se debe tener en cuenta la contribucién de la incertidumbre
dada por el efecto de la temperatura, la repetibilidad y tolerancia del balon de 50

mL en este paso de la metodologia.

4.2.1 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura.
Esta fuente de incertidumbre esta dada por la ecuacion Ubg,=(4 * 2e~* — 4
V)/V/3 y el volumen del material usado en este caso, el balén de 50 ml, se supone

una distribucion rectangular de los datos.

Ub25, = (4 * 2e™* — 4% 50)/+/3=0,0231
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4.2.2 Incertidumbre estandar por la repetibilidad del balon de 50 mL.

En la verificacion del material volumétrico usado en la metodologia de suelos para
Selenio, se calcula la desviacion estandar y esta se divide en el numero de
mediciones hechas en la verificacion. Ub50 = s / v/n Donde n es el nimero de

réplicas.

Ub50, = 0,036/+/10 = 0,0113

4.2.3 Incertidumbre estandar por la tolerancia del balon de 50 mL.

El fabricante del balén usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de

tolerancia de £0.06 mL y se asume una distribucion rectangular, por tanto la
incertidumbre esta dada por:

Ub505 =Tolerancia /v/3 =0.06/ +/3 =0.0346

4.2.4 Incertidumbre combinada por dilucion de las muestras en un balon de
50 mL.

Ub50c =,/(Ub50,)2 + (Ub50,)% + (Ub503)% =

J(0,0231)2 + (0,0113)% + (0,0346)2=0,0244

4.2.5 Incertidumbre estandar relativa por dilucién de las muestras en un
balon de 50 mL.

La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre Ub50c y el

volumen de aforo (50 mL).

Ugrpso =UD50c/25 =0.0244/50=0.000488

4.3 INCERTIDUMBRE POR DILUCION DE MUESTRAS EN UN BALON
AFORADO DE 25 ML.

Esta fuente de incertidumbre fue calculada en el numeral 3.3.3.5.
Ugrpas =Ub25¢/25 =0.0121/25=0.000484
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4.4 INCERTIDUMBRE ESTANDAR RELATIVA POR ALICUOTA TOMADA POR
LA PIPETA DE 10ML

Esta fuente de incertidumbre fue calculada en el numeral 3.3.4.5

Ugrp1o = Ub10c/10 = 0.0082/10=0.00082

4.5 INCERTIDUMBRE COMBINADA

Se debe tener en cuenta la contribucion de la incertidumbre estandar relativa de

tomar la alicuota con la pipeta de 25 mL, del balén de 50 mL, del balén de 25 mL y
de la pipeta de 10mL.

UAa = /(UERP,5)2+(UERBsy)? + (UERB,s5)? + (UERP;,)?

J/(0,000472)% + (0,000488)2 + (0,000484)2 + (0,00082)?= 0,000473

4.6  INCERTIDUMBRE DEBIDA AL PRIMER FACTOR DE DILUCION
(PREPARACION DEL DISOLUCION PATRON INTERMEDIA EN LA CURVA DE
CALIBRACION).

Esta fuente de incertidumbre se calculdé en el numeral 3.3.7.5 Se obtiene
combinando la incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 10- 100uL
(UmpER) y la incertidumbre estandar relativa del balon de 25 mL (UERD).

Upp = \/ (Umpr)? + (Ugrp2s)? = +/(0,000023)2 + (0,000484)2 = 0,000023
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4.7 INCERTIDUMBRE DEBIDA AL SEGUNDO FACTOR DE DILUCION
(PREPARACION DE LOS PATRONES A PARTIR DE LA SOLUCION PATRON
INTERMEDIO)

Esta fuente de incertidumbre se calculd en el numeral 3.4 Se obtiene combinando

la incertidumbre estandar relativa de la balon de 25 mL (UERB25).

UERZFD = (UERst)Z == 0,000484

4.8 INCERTIDUMBRE ESTANDAR DEBIDA AL MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO CON EL CUAL SE PREPARO LA CURVA DE CALIBRACION.

Esta fuente de Incertidumbre es debida a la concentracion del material certificado,
solucion CERTIpur certificado de 1000 + 10 mg/L de Se. Esta fuente de
incertidumbre se calcul6 en el numeral 3.7.3

UMRCgr =UMR/1000 =5,773/1000=0.005773

4.9 INCERTIDUMBRE ESTANDAR DEBIDA A LA RESPUESTA DEL EQUIPO
AL LEER LA ABSORBANCIA DE LOS PATRONES.

El modelo para hacer el célculo se mostré en el numeral 3.8

-+ —+-—222=0,1193
6 36 1,10

0,0069 |1 1 (8-8,25)2
U, =
0,029

La desviaciéon estandar residual se calcula mediante:

N_ _ b 2
c _\/2,_1@, (math _ 069

o n—-2
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N
Sy = E(ai —a)? =1,10
J=1

Doénde:

v, =Las jlecturas observadas

ma + b =Las j lecturas ajustadas

a; = las i concentraciones usadas en la curva de calibraciéon
a =Concentracion media en la curva de calibracion.

4.10 INCERTIDUMBRE ESTANDAR RELATIVA DEBIDA A LA RESPUESTA
DEL EQUIPO AL LEER LA ABSORBANCIA DE LOS PATRONES.

Este valor se obtuvo dividiendo la incertidumbre estandar debida a la curva de

calibracion entre el valor de concentracion de la medida, (8 ug Se/L).

U
Urasr = /g = 0,1193/8 = 0,01490

4.11 INCERTIDUMBRE COMBINADA DEL METODO.

Esta se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa debida a:

v Toma de Alicuota , Dilucion en balén de 50 mL, preparacion de las
muestras
v Solucién Patrén

v Dilucion de la Solucion Patron ( Primera Dilucion)
v Preparacion de Patrones ( Segunda Dilucion)
v

Curva de Calibracion
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Ucmetodo = v (Uaa)? + ((UMRCgg)? + (Upp)? + (Uzrp)? + (Uyaer)? =

J/(0,000473)2 + (0,00577)% + (0,000023)2 + (0,000484)2 + (0,0193)2= 0,000879

4.12 INCERTIDUMBRE EXPANDIDA.

Se obtiene multiplicando la incertidumbre combinada del método por k (el factor de

cobertura).

Urxp metodo = TUcmetodo X k=1 0,000879 x 2 = 0,00175

4.12.1 Célculo de laincertidumbre expandida en la concentracién del analito
Se obtiene multiplicando la incertidumbre expandida por la concentracion
determinada en la metodologia.

U= Cug/l X Ugxpmetodo = DoNnde C es el valor de la concentracion

4.12.2 Expresion del resultado

Expresion del resultado:

Cxug/L
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5. CARTAS CONTROL

Se realizaron las lecturas en un periodo de 7 dias, y con esas lecturas de
concentracion se construyd la carta de control para suelos y agua

respectivamente.

5.1 CARTA DE CONTROL PARA SUELOS

Se peso6 una cantidad promedio del MRC del IDEAM, para que diera una lectura
cercana a 0.6C de la curva de calibracion En esta se observa un comportamiento
aleatorio de las medidas sin ninguna tendencia, esto indica que la metodologia no

se encuentra sujeta a errores sistematicos.

4 N\
Carta control Suelos

e Prgmedio

N /1\ —

/ — LAl
\2/ ~_V —LCl

Concentracion
/
N
4

Dias

Figura 8. Carta de control para suelos

5.2 CARTA DE CONTROL PARA AGUAS

Se monitoreo diariamente la concentracion de un patréon de 7 ug Se/L para aguas
durante diez (10) dias, no se presenta ninguna tendencia especial en las medidas

esto muestra que la metodologia no presenta errores sistematicos y que los
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errores aleatorios se encuentran bajo control ya que ningun valor sobrepasé los

l[imites de advertencia.

4 N
Carta contol aguas

Concentracién pg/L

~CC) \ @ Promedio
(S}
® \ / \/\ )4 LSC
'E' - g
3 —SA
S
S —LIC
Dias
o %

Figura 9. Carta de control para aguas
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CONCLUSIONES

En la aplicacion del método de selenio total en suelos se obtuvo un coeficiente de
variacion de 11,1 para el rango bajo y 7,63 para el rango alto. Los coeficientes de
variacion obtenidos no superan los criterios de aceptacion del método (10% para
rango alto y 20% para rango bajo), por lo cual se considera que el método
validado es preciso. Los porcentajes de recuperacion obtenidos en el rango bajo
fueron 81,2 y en el rango alto 111,4%, valores que se encuentran dentro de los
limites establecidos como aceptables (80-120%). Finalmente se obtuvo un error
relativo del 11,4 en el rango bajo y 0,70 en el rango alto, valores que se
encuentran dentro de los limites establecidos como aceptables para el método,
indicando que el método es exacto. Teniendo en cuenta los resultados anteriores
se encuentra que el método es apto para su uso ya que es exacto, preciso y las

interferencias por matriz presentadas no son significativas.

El criterio de aceptacion para evaluar la precisidon en el analisis de muestras
rutinarias que se selecciond fue el valor mas alto obtenido del andlisis de los
blancos enriquecidos, muestras reales y material de referencia certificado y
presentado en este trabajo. Por tanto el criterio de aceptacion para precision del

meétodo en términos del coeficiente de variacion (%) es de 12,5%.

En la aplicacion del método de selenio total en aguas se obtuvo un coeficiente de
variacion de 6,79 para el rango bajo y 4,94 para el rango alto. Los coeficientes de
variacion obtenidos no superan los criterios de aceptacion del método (10% para
rango alto y 20% para rango bajo), por lo cual se considera que el método
validado es preciso. Los porcentajes de recuperacion obtenidos en el rango bajo
fueron 98,32 y en el rango alto 100,5%, valores que se encuentran dentro de los
limites establecidos como aceptables (80-120%). Finalmente se obtuvo un error
relativo del 1,48 en el rango bajo y 0,74 en el rango alto, valores que se

encuentran dentro de los limites establecidos como aceptables para el método,
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por lo anterior se puede decir que el método es exacto. Teniendo en cuenta los
resultados anteriores se encuentra que el método es apto para su uso ya que es
exacto, preciso y las interferencias por matriz presentadas no son significativas.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, el método analitico para
determinacion de Se total en aguas SM 3114/3030F y para Se total en suelos EPA
3050B/7020 se declara adecuado para su proposito. Por lo tanto, estas
metodologias pueden ser implementadas y usadas en el Laboratorio Quimico de

Consultas Industriales de la Universidad Industrial de Santander.
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RECOMENDACIONES

La interferencia causada por la presencia de nitratos (NOgz) y nitritos (NO2) en
rangos de concentraciones mayores a 0,5 mg/L se elimina efectivamente con la

adicion de Urea, y su concentracion final en la solucién debe ser de 4% (p/v).

El peroxido residual del proceso de digestion también causa interferencia, debe
usarse la minima cantidad posible como se describe en la metodologia lo cual
significa que no exceda de 3 mL. Esta interferencia se minimiza con calentamiento
cercano a sequedad en la ultima etapa del proceso de digestion y posterior adicion

de acido clorhidrico.

Es necesario permitir la desgasificacion de las muestras al adicionar la Urea, asi
como también dejar pasar un tiempo previo al analisis para que la desgasificacion

sea efectiva.

La reduccion de las especies quimicas de Se (VI) a Se (IV) debe ser efectiva en el
proceso de pre-lectura con HCI concentrado y para ello se recomienda un tiempo

de reaccion minimo de 3 horas.
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