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RESUMEN

TITULO: ESTANDARIZACIQN Y VALIDACION INTERNA DE UN METODO ANALITICO PARA
DETERMINACION DE ARSENICO EN LAS MATRICES AGUA Y SUELO POR
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA-GENERACION DE HIDRUROS (HGAAS).*

AUTOR: SERGIO AGUSTIN RODRIGUEZ DELGADO**
PALABRAS CLAVE: Arsénico, validacién, generacion de hidruros

El arsénico es un elemento que en condiciones naturales en aguas y suelos se encuentra a nivel
de trazas, pero por fuentes antropogénicas, la concentracién de este 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 17024, la validacion permite dar un criterio de
confianza a un método analitico en particular. La metodologia empleada para cuantificar el
arsénico en matrices en agua y suelo se sometié a este proceso de validacion y asi al obtener
resultados de andlisis reportar datos confiables y que cumplen con criterios de calidad nacional e
internacional.

El plan de validacién consistié en analizar muestras de agua y suelos utilizando las metodologias
SM para aguas y EPA 3050 para suelos. Se usaron muestras de agua residual para los analisis 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 pardmetros analiticos: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, sensibilidad,
exactitud, precision, y se calculé la incertidumbre de las concentraciones reportadas con las
metodologias validadas. Este método es recomendado por asociaciones profesionales dedicadas
desde su fundacién al estudio y evaluacién de riesgos por agentes quimicos, asi como aquellos
métodos recomendados por la UE o basados en métodos ampliamente conocidos y evaluados por
especialistas en este tipo de andlisis.

~Trabajo de grado

= Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Yolanda Vargas Fiallo. Quimico M. Sc

14



ABSTRACT

TITLE: STANDARIZATION AND INTERNAL VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR
THE DETERMINATION OF ARSENIC IN WATER AND SOILS BY ATOMIC ABSORPTION
SPECTROSCOPY- HYDRIDE GENERATION (HGAAS).*

AUTHOR: SERGIO AGUSTIN RODRIGUEZ DELGADO**

KEY WORDS: Arsénic, Validation, Hydride Generation

Arsénic is an element that in natural conditions in water and soils, it's found in trace levels, but by
anthropogenic sources, the concentratién of this element, may exceed the permitted levels and it's
becomes in a highly toxic agent for all living creatures.

According to the technical requirements of the NTC ISO / IEC 17024, validation allows for a
confidence standard to a particular analytical method. The methodology that was used to quantify
arsenic in 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 methodologies.
Water samples were used for analysis and residual 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. This method is recommended by professional associations since its
foundation dedicated to the study and evaluation of chemical risk as well as those recommended by
the EU methods or methods based on well known and assessed by specialists in this type of
analysis.

~Degree Project.

= Faculty of Science. School of Chemistry. Directora: Yolanda Vargas Fiallo. Quimico M. Sc
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INTRODUCCION
Segun la NTC ISO/IEC 17025, las determinaciones analiticas realizadas en

laboratorios de ensayo, deben estar sometidas a métodos normalizados 6 si estos
métodos son no normalizados o estos son desarrollados en el laboratorio, se debe
llevar a cabo un proceso de verificacion o validacion. En la validacion de los
métodos analiticos, se someten a una evaluacion estadistica, en la cual se
recopilan datos que me dan informacion de que dicha metodologia cumple el

proposito para el cual fue creado y que los resultados son verificables y confiables.

La legislacibn Colombiana establece niveles maximos aceptables para la
concentracion de arsénico en aguas y en suelos, y por eso surge la necesidad de
desarrollar metodologias confiables, eficaces y econémicas de cuantificacion de
arsénico a nivel de trazas, compatibles con los limites impuestos por la legislacién

para el contenido de arsénico en aguas de consumo Yy suelos.

Existen pocos Laboratorios en Colombia que cuenten con una metodologia
acreditada para el analisis traza del arsénico, y el propdsito de este proyecto es
implementar, acreditar y estandarizar una nueva metodologia, que cumpla con los
estandares de calidad en Colombia, utilizando la técnica de Absorcion Atomica-
Generacion de Hidruros, para poder asi ofrecer este servicio a la comunidad y
clientes de laboratorio que lo requieran, y que se les reporte resultados validos y
confiables.

La necesidad de desarrollar metodologias que permitan cuantificar el arsénico a
nivel de trazas en estas matrices y que estas sean validadas, no solo para
demostrar que en el Laboratorio se realiza correctamente el analisis, si no que los
resultados que se reportan sean confiables, se da por la importancia que tienen
estos resultados, en los ambitos de la industria y la salud publica, ya que a partir
de estos datos se toman decisiones, para tener un control sobre la contaminacion

de este elemento potencialmente téxico.

16



El Laboratorio de Consultas Industriales tiene como objetivo dentro de su sistema
de gestion de calidad, implementar el método validado, y asi asegurar que se
reportan datos fiables y satisfacer la necesidad de los clientes, los cuales
requieran cuantificar el Arsénico en muestras de aguas y suelos que provienen de

diferentes industrias de Santander y Colombia.
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1. MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES DEL ARSENICO
El arsénico (As, numero atébmico 33, peso atébmico 74,922) es un elemento

ampliamente distribuido en la atmdsfera, en la hidrosfera y en la biosfera (aprox.
5x10-4% de la corteza terrestre). La mayoria As presente en el medio ambiente
proviene de fuentes naturales (meteorizacidén, actividad bioldgica, emisiones
volcanicas), pero los procesos industriales tienen gran impacto en la contribucion
de compuestos que contienen arsénico potencialmente téxicos; procesos
industriales tales como la mineria, la fundiciébn de metales, el uso de pesticidas,

conservantes de la madera y la industria de las pinturas.[8]

1.2 ARSENICO EN EL MEDIO AMBIENTE
La distribucién del As en la naturaleza, proviene de fuentes naturales, los procesos

geoldgicos como las emisiones volcanicas y meteorizaciones a partir de las rocas
parentales. Actividades como la mineria y el uso de pesticidas son una fuente
antropogénica de As en el medio ambiente, y la concentracion elevada de este
elemento en el agua y en el suelo son considerados potencialmente téxicos.[16]

El As al ser un elemento con una alta movilidad y capacidad de unirse a otros
elementos en formas organicas e inorganicas, se encuentra en valores de
concentracién que son muy variables en el agua y el suelo. El As puede migrar de
la fase sodlida del suelo con fendmenos de trasporte y de transferencia a las aguas

subterraneas.

1.2.1 Arsénico en aguas
En general el As, se encuentra disuelto en las aguas naturales formando

oxianiones. En este medio predominan las especies inorganicas de arsénico, y sus
estados de oxidacion mas predominantes son Ast3y As*™>, en menor proporcién y
poco comunes las especies As® y As™3. Las condiciones redox y el pH, del medio

donde se encuentra el As, controlan su estado de oxidacién, ambas especies
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predominantes son moviles en los medios acuosos, el As*? estado de oxidacion
mas movil y el de mayor toxicidad y dependiendo del pH se encuentra en estos

estados.

1.2.2 Arsénico en Agua Superficial
En los rios, el valor promedio de concentracién de As informado en la literatura es,

en general, inferior a 0,8 pg/L, aunque puede variar dependiendo de factores como
recarga (superficial y subterranea), drenaje de zonas mineralizadas, clima,
actividad minera y vertidos urbanos o industriales. En los lagos, el contenido de As
es similar al observado en los rios, ya que los factores determinantes son
similares. En algunos casos, la circulacion restringida de agua en los lagos tiene
como consecuencia la intensificacion de los procesos de evaporacion (p.ej., lagos
de climas aridos), o la estratificacion de la columna de agua, que genera la
aparicion de un ambiente oxigenado en el epilimnio (capa superior) y otro de
condiciones anoxicas en el hipolimnio (capa inferior). Por lo tanto, también se
produce una estratificacién relativa de las especies de As, con tendencia al
predominio de As*®>en el epilimnio y As*3en el hipolimnio, ademas de una

variacion de la concentracion de As con la profundidad [2].

1.2.3 Arsénico en Agua Subterrdnea
La concentracién de As en aguas subterraneas varia en un rango de <0,5 a 5.000

ug/L*.Si bien las concentraciones elevadas no se restringen a determinadas
condiciones, y se registran en acuiferos con condiciones oxidantes y de pH alto,
acuiferos con condiciones reductoras, acuiferos con circulacion geotermal,
acuiferos relacionados con depdsitos minerales, y acuiferos ligados a procesos
antropogénicos(actividad industrial, minera, asentamientos urbanos, actividad
agropecuaria, etc.), la mayor parte de los acuiferos con contenidos altos de As se

originan, sin embargo, a partir de procesos geoquimicos naturales [1]
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1.2.4 Arsénico en Suelos

El contenido de As en suelos es, por lo general, entre 5 y 10 mg/kg y es

constituyente principal de mas de 200 minerales (As nativo, arseniuros, sulfuros,
oxidos, arseniatos y arsenitos). Las mayores concentraciones aparecen en
sulfuros como pirita, calcopirita, galena y marcasita, donde sustituye al azufre en la

estructura; el contenido de As puede en estos minerales superar el 10% en peso.

[3].

El principal origen del As en el suelo es el material parental del cual deriva [7]; sin
embargo, la utilizacibn de compuestos de As inorganico como pesticidas y
herbicidas en la agricultura, especialmente durante el siglo XX, ha contribuido,
junto con otras actividades antrépicas como la mineria, a la dispersion de este

contaminante en el medio ambiente [12]

1.3 TOXICIDAD DEL ARSENICO
El arsénico, familiar veneno de leyendas y cuentos, es un elemento quimico que

existe en la naturaleza. La mayor fuente de contaminacién de arsénico es por via
hidrica, ya que al ser un medio que se transporta en mayor proporcion que el
suelo, tiene mayores posibilidades de contaminar cierta region y sus individuos
[10]

1.3.1 Hidroarsenicismo Cronico Regional Endémico
La enfermedad conocida como HACER (Hidroarsenicismo Cronico Regional

Endémico) provoca diversos tipos de alteraciones cardiacas y vasculares,
alteraciones neuroldgicas, lesiones hepaticas y renales, y hasta repercusiones
respiratorias, pero las manifestaciones mas frecuentemente encontradas son las
lesiones cutaneas (queratodermia palmoplantar, leucomelanodermia y hasta
lesiones neoplasicas como enfermedad de Bowen y epitelioma basocelular y
espinocelular). Se sabe que el 99% de los casos corresponden a queratodermias
palmoplantares, 38% de los casos a carcinomas cutdneos y entre 22% y 73% a

leucomelanodermias. [6]
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1.3.2 Queratosis Palmo-Plantar

Con respecto a las queratosis arsenicales, son lesiones puntuales en palmas y/o
plantas, asi como en dorso de manos y pies, de disposicibn simétrica. Las
lesiones crecen hasta un tamafio limite y permanecen estables, un cambio rapido
en el crecimiento puede significar degeneracion maligna; se estima que esta
transformacion ocurre en alrededor del 5% de los pacientes. En cuanto a la
enfermedad de Bowen, se presenta en forma de placas eritematosas, levemente

escamosas, con un borde bien delimitado, aunque irregular u ondulante. [17]

1.4 CUANTIFICACION DE ARSENICO TOTAL EN AGUAS Y SUELOS
Para conocer de manera certera los niveles de Arsénico, que pueden estar

contaminado los suelos, sedimentos, las fuentes hidricas, requieren de
metodologias analiticas confiables, y reproducibles, por ellos surge la necesidad
de desarrollar técnicas y validar los métodos aplicados, ya que esto es crucial para
conocer dichos niveles de este elemento traza téxico. También es imprescindible

para poder desarrollar tecnologias de remociéon de alta calidad para mitigar los

problemas del arsénico.

1.4.1 DETERMINACION DE ARSENICO POR EL METODO: ABSORCION
ATOMICA-GENERACION DE HIDRUROS-AAS-HG

1.4.1.1 Fundamento Tedrico
La espectroscopia de absorcion atdmica mide 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 catodo hueco o de descarga sin electrodo y es

absorbida por la solucion que es interceptada por la luz.

1.4.1.2 Generacion de Hidruros
La técnica de absorcidén atomica con generacion de hidruros permite cuantificar en

el orden de pg/L o ultra trazas elementos como As, Se, Hg, Sn, Sb, Ge, Biy Te,

gue tienen la propiedad de formar el hidruro correspondiente. La muestra disuelta
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en &cido diluido se mezcla con un agente reductor, tal como borohidruro de sodio
(NaBH4). Esta reaccion produce H atomico que reacciona con el As, Se, Hg, Sn,
Pb, Sb, Ge, Biy Te en la solucion para formar hidruros volatiles. El borohidruro de
sodio es el reductor més utilizado. EI mecanismo de formacion de los hidruros es

mostrado en las figuras 1y 2 [6]

H* + BH; + 3H,0 - H3B0, + 8H* Ec.1.1

Los hidruros volatiles como la arsina (AsH3) son arrastrados por un gas portador
como nitr6geno a una celda de cuarzo, que es calentada por una llama de aire-
acetileno a una temperatura optimizada para producir la atomizacion del analito.
Cuando los gases pasan a través de este tubo calentado, ocurre una

descomposicion térmica, y se liberan los atomos del elemento:

24s3% + 8H* - 2AsH; + H,

24sH; A 2As + 3H, Ec.1.2

La cuantificacion de las diferentes especies de As puede realizarse separandolas
antes de la formacion del hidruro mediante procedimientos como la cromatografia,
o bien a través del cambio en las condiciones de formacion de los hidruros como

tiempos de reaccion y reactivos especificos[15]

22



Quartz absorption cell

A
= #— Optical path

—

Transfer tube

Pump
Gasl/liquid ¢ ¢ Sample
Separator & ¢ Acid
4@ & NaBH,
| & =
Drain
—

Flow controller Inert gas (N,)

V.

Figura 1. Generador de Hidruros

1.5 VALIDACION METODOS
Los métodos utilizados en un laboratorio de andlisis 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
validados. La validacion o la verificacion de un método se realizan 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 utilizacidon habitual en el laboratorio debe ser
autorizada formalmente por la persona responsable, por ejemplo, el director del

mismo. [5]
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1.5.1 Validacion Interna

La cuestién fundamental a resolver antes de crear un nuevo método es establecer
qué uso se hara de los resultados. De este uso derivaran los criterios de
calificacion del funcionamiento del método, lo que puede dar lugar a que se
establezca, o limite, el nUmero de técnicas entre las que elegir. Valga un ejemplo:
cualquier método de andlisis cuantitativo de drogas fiscalizadas en materiales
incautados tendra que cumplir algunos requisitos minimos de exactitud y precision,

selectividad, etc., para que pueda aceptarse su utilizacion general.

1.5.3. Figuras de Mérito
Las figuras de mérito o también llamadas caracteristicas de fiabilidad, son las

caracteristicas en las que se demuestra la capacidad de un método analitico de
mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion. [4]

1.5.3.1 Limite de Deteccién (LDD)
Es la cantidad o concentracion minima de analito en una muestra, que puede ser

detectada con un nivel de confianza, En una definicibn mas reciente, la ISO [ISO,
1997] introduce el término general “concentracion neta minima detectable” como la
concentracién neta verdadera del analito en el material sujeto a andlisis que
conducira, con una probabilidad (1-8), a la conclusién de que la concentracion de

analito en el material analizado es mayor que la de un blanco.

1.5.3.2 Limite de Cuantificacion (LDC)
Cantidad mas pequefia del analito en una muestra que puede ser

cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un parametro del

analisis cuantitativo para niveles bajos de concentracion del analito [9]

1.5.3.2 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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1.5.3.3 Precisién

Expresa la cercania de coincidencia (grado de dispersién) entre una serie de
mediciones obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea
bajo condiciones establecidas. Para describir la precision de un conjunto de datos
repetidos se utilizan tres términos muy conocidos: La desviacién estandar, la

varianza y el coeficiente de variacion. [13]

1.5.3.4 Exactitud
Grado de concordancia entre el resultado de una medicién y el valor de referencia

aceptado. Se estima mediante los valores de los patrones de referencia o

estandares y se reporta como porcentaje de recuperacion (%R) [13]

1.5.3.5 Carta de Control Analitico
La carta de control analitico es una herramienta estadistica que permite

monitorear el comportamiento de los resultados de una metodologia a lo largo del

tiempo. En la mayoria de las organizaciones se lleva una carta de control analitico
para las metodologias de interés. La carta se construye midiendo a lo largo del
tiempo una muestra o un patron de referencia, con el acumulado de las
mediciones se calcula la desviacién estandar de las medidas y se fijjan unos
limites. Los limites de advertencia y los limites de control; los limites de
advertencia por lo general corresponden a dos desviaciones estandar por debajo y
por encima del promedio de las mediciones y los limites de control, tres

desviaciones estandar por debajo y por encima del promedio de las mediciones.

1.6 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 de la misma muestra y bajo
condiciones de trabajo idénticas. Los resultados oscilaran dentro de un rango.
Esto es debido a los errores que se pudieron cometer durante el analisis. Cada

paso a seguir durante el andlisis tiene asociado un error inherente, al cometer
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dichos errores, las medidas realizadas no seran verdaderas, oscilaran dentro de
un rango llamado incertidumbre. Es necesario identificar cada una de las fuentes
de incertidumbre, evaluarlas y finalmente estimar el aporte de cada fuente a la

incertidumbre total del andlisis.

1.6.1 Fuentes de Incertidumbre en las Medidas Analiticas

Un andlisis en particular estd compuesto en la mayor parte de los casos por varios
pasos, cada uno de ellos tiene asociado un valor de incertidumbre en la medida,
se deben identificar y cuantificar estas fuentes, con el fin de reportar la

incertidumbre asociada a las metodologias empleadas.

1.6.1.1. Pesada de una muestra en la balanza.
La balanza es un instrumento esencial en todos los laboratorios de ensayo, la

mayoria de los andlisis incluyen la pesada dentro de sus procedimientos, ya sea
pesando las muestra para el analisis o los reactivos que hacen parte de la
metodologia.

Correccion por flotacion.

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 medio de la

ecuacion 1.3.

Iy

, | d. »
W, =W, +W,| —ere_ — Zain
- objero pesz

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 que el objeto que se ha calentado
regrese al temperatura ambiente. Los errores debidos a la diferencia de

temperatura tienen dos fuentes. Primero, las corrientes de conveccion dentro de la
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balanza ejercen un efecto de flotacién sobre el platillo y el objeto. Segundo, el aire
caliente atrapado en el recipiente cerrado pesa menos que el mismo volumen a

menor temperatura

Division de escala de la balanza

Dependiendo del modelo de balanza usada, depende la division de la escala, es
decir con cuantos decimales obtengo el valor de pesada en una determinada
balanza, el ultimo decimal en la escala es un decimal incierto, ésta serd una fuente
de incertidumbre en la medida, como también lo es el reporte de calibracién
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.

1.6.1.2. 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

Tolerancia del material volumétrico
Son los limites de aceptacion que se han elegido para un producto, esto depende

de la capacidad de llenado.

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 medicion. La mayor parte de dispositivos para mediciones volumétricas
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se fabrica con vidrio, que tiene un pequefio coeficiente de expansion. 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 la medidas de volumen medidos a temperaturas diferentes, dicho

factor de correccion de describe en la ecuacién 1.4.

T(F*AT*Z) Ec14

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 [36].

1.6.1.3. Durante una dilucion
El factor de diluciébn normalmente se emplea cuando se miden elementos quimicos

en muestras de concentracion de masa (ug/L) mayor al intervalo de trabajo del
meétodo. El factor de dilucion se obtiene a partir de un proceso de dilucion y
pueden llevarse a cabo n diluciones de la muestra. EI modelo matemético de una

dilucién esta dado por la ecuaciéon 1.5.

" Ec.1.5
En donde, Fdn es el factor de dilucion n, V2 es el volumen de aforo y Vi el volumen

de la alicuota. En el proceso de una dilucion se identifican dos fuentes de
incertidumbre, el V2de aforo y el Vi de la alicuota de la muestra. La estimacién de
incertidumbre estandar relativa del factor de dilucién (\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 ecuacién (1.6.)
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Ec.1.6

1.6.1.4. Construccion de una curva de calibracién
Muchas metodologias necesitan la elaboracion de una curva de calibracién para la

cuantificacion 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
lineal 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 = ,
mao + 1 o7

La construccién 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. [18]

1.6.2. Evaluacién de la Incertidumbre.
En esta etapa deben cuantificarse todas las fuentes de incertidumbre identificadas

en la etapa anterior. Hay dos formas de cuantificar las fuentes de incertidumbre:

a) Experimentalmente, es decir, haciendo replicados en el laboratorio. Tipo A

b) Usando informacion disponible: certificados de calibracion, tolerancias del
material volumétrico, manuales de instrumentos, etc. Tipo B

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

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

incertidumbre estandar se suele obtener dividiendo por J3 el intervalo
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proporcionado por el fabricante (con lo que se asume que el intervalo de confianza

sigue una distribucién rectangular) [11]

1.6.2.1. Combinacion

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 estdndar 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 [14].

1.6.3. Expresion de la incertidumbre

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 continuacién

Resultado = X = U (unidades)

1.7. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico tiene como objetivo identificar fuentes de error en un

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

1.7.1. Errores aleatorios
Los errores aleatorios o indeterminados se manifiestan cuando se efectla una

medicion, y se deben a numerosas variables no controladas que son parte

inevitable de toda medicién fisica o quimica.

1.7.2. Errores sistematicos
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 medicién,

tiene un signo y afecta por igual a todos los datos de un conjunto. Existen tres
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tipos de errores sistematicos: Los que se deben al instrumento de medida, ya sea
porque tiene pequefos 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

delanalista 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 o mas datos experimentales, donde cada uno tiene una
desviacién estandar conocida. Como se muestra en la tabla 1.1. La forma de

hacer estos estimados depende del tipo de operaciones aritméticas empleadas.

Tipo de calculo Ejemplo Desviacion estandar de y
Sumas y restas v=a+b-c S = \I."‘Sj +S)+S?
| > 2 ?
a % b S . |"I L e N & e \ 2
Multiplicaciones ¢ divisiones V= Q = |I‘ Sa + i J _1 Se i
c v Na) b)) \c)
. S, S
Exponenciales y=a" Y _yla
‘ v a
‘ S
Logaritmos v=log,a S =0434—
’ a
. S,
Antilogaritmos v =antilog,, a — =2.3035,
v

Figura 2. Errores en los Célculos Aritméticos

1.7.4 Analisis de varianza (ANOVA)
El analisis de varianza se puede utilizar para separar la variacion debida al error

aleatorio de cualquier otra variacion. También se puede emplear en situaciones
donde hay méas de una fuente de variacion aleatoria o factor. Las variaciones
pueden ser controladas por el operador con el fin de disefiar experimentos

intencionalmente que permitan identificar y evaluar las fuentes de variacién en una
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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. PREVALIDACION.

En esta etapa preliminar, se obtuvo informacion acerca del alcance de la
validacion. Verificar que se cuenten con los materiales necesarios para llevar a
cabo la validacion de las metodologias analiticas para la determinacion de

arsénico total y disuelto en aguas y arsénico total en suelos.

2.1.1. Verificacién 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 validacion 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
determinacion. 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; E| &cido debe ser analizado para
determinar el nivel de impurezas. Si el blanco del método es <LDM, el 4cido
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 &cido
puede ser utilizado.

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

peroxido puede ser utilizado.
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e Soluciones estandar stock. La solucion stock corresponde a una solucion
comercial de una concentracion de 1000 mg As/L.

e Urea.

e Borohidruro de sodio

e NaOH

e L-cisteina

e Acido ascorbico

e Yoduro de potasio

2.1.2. Chequeo de procedimientos
Para cada una las metodologias se chequearon los procedimientos propuestos

para validar e implementar.

2.1.2.1. Arsénico Total en Suelos
Se implementd 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. Agregar 10 mL de HNO3 1:1,
agitar y llevar a digestion en los frascos SCHOTT de 25 ml. Calentar la muestra
suavemente durante 10 a 15 minutos evitando la ebullicibn o a ebullicibn suave.
Dejar enfriar y adicionar 5ml de HNO3; concentrado y calentar hasta reflujo por 30
min. Si se generan humos de color marrén, que indica la oxidacion de la muestra
por el HNOg, repetir este paso (adicion de 5 ml de HNO3; concentrado) o calentar
a 95 °C por 1 hora sin ebullicion hasta que no haya desprendimiento de humo

marrén, lo que indica la reaccién completa con el HNOs.
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Una vez se ha completado la actividad 2 y la muestra se ha enfriado, afiadir 2,0ml
de agua destilada y 1,0ml de H,0O, 30% (6.3.5). Tapar el recipiente y colocarlo
para realizar la digestion sobre la fuente de calor para calentamiento y asi
empezar la reaccion con el perdxido. Asegurar 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.

Continuar afiadiendo alicuotas de 1 mL de H,O, 30% con calentamiento hasta
minima efervescencia o hasta que la apariencia general de la muestra general
cambie a un color claro.

Para el Andlisis en Llama agregar 5 ml de HCI concentrado y 10 ml de Agua
destilada y calentar a 95 sin ebullicién durante 5 minutos. Para el procedimiento de

reduccion de Arsénico para su lectura en el equipo , remitirse al numeral 2.1.2.4

2.1.2.2. Arsénico Total en Aguas
Se uso la siguiente metodologia para la determinacién de Arsénico total en Aguas:

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 100-50 mL) de
muestra preservada al recipiente de digestion. Afadir 1.5 ml de HNOs3;
concentrado. Llevar a ebullicion lenta hasta que se observe que la digestion se
haya completado (solucion de color claro). Dejar enfriar la solucion anterior y
adicionar 10 ml de HCI 1:1. Llevar a ebullicion lenta, hasta que la digestion se

haya completado.

Dejar enfriar y enjuagar las paredes del recipiente de reaccion y la tapa con agua
destilada. Filtrar con papel Whatman No. 41, para eliminar posibles residuos
sdlidos, en un balén aforado de 100 mL 6 un bal6n aforado de volumen adecuado.

Aforar con agua destilada y agitar vigorosamente la soluciéon. Tomar las porciones
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necesarias para la determinacion de Arsénico y continuar con la actividad del
numeral 2.1.2.4 del procedimiento para la reduccion del Arsénico y la
determinacion por espectrofotometria de absorciébn atémica con generacion de

hidruros.

2.1.2.3 Arsénico Disuelto en Aguas
Los analisis se hicieron en las mismas muestras de agua recolectadas para la

determinacion de Arsénico total, pero sometidas a un proceso de filtracion, por
tanto, las verificaciones, protocolo, intervalo de aplicacion, método de referencia y
demas factores son los que se enunciaron anteriormente.

Para el analisis de mercurio disuelto es necesaria una filtracién previa de la
muestra colectada y sin acidificar. Se toma un filtro de membrana con porosidad
de 0.45 ym y se coloca en el equipo de filtracion al vacio. El filtro se lava con agua
desmineralizada antes de su uso. Se filtra un volumen aproximado de 100 mL de
la muestra sin acidificar. Después, de la etapa de filtrado se sigue la etapa de

reduccion de Arsénico en la muestra del numeral 2.1.2.4.

2.1.2.4 Preparacion de la muestra. Reduccion del Arsénico
Transferir una alicuota digerida (filtrada para el caso de As disuelto) de 10 ml a un

balon aforado de 25 mL y agregar 10 mL de acido clorhidrico concentrado (~37%).
Posteriormente, afiadir 2,0 mL de solucién de urea al 50 % (p/v), de tal forma que
la concentracion final de urea sea del 4% (p/v); 1,0 ml de solucién de L-cisteina al
20 % (p/v) y 2,5 ml de solucién de &cido ascorbico al 5% (p/v) (concentracion final
de 0,2% p/v). Dejar en reposo durante un periodo aproximado de 2 horas.
Adicionar a la solucion anterior 1,0 ml de solucién de yoduro de potasio al 25%
(p/v) y 5 ml solucién de &cido clorhidrico concentrado (~37%) de tal forma que la
concentracién final de acido sea del 40 % (v/v). Agitar vigorosamente y aforar con
agua destilada a 25 ml.

Dejar en reposo entre 1.5-2 horas para permitir la reduccién de las especies de
Arsénico a As (lll), antes de la lectura en el equipo de FLAA/ GH.
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2.1.3. EQUIPOS Y MATERIAL
Se realizé la lista de equipos usados en la validacion a los cuales se les realizo el

mantenimiento preventivo correspondiente, que garantizara éptimas condiciones

de funcionamiento.

2.1.3.1 Balanza analitica
La empresa MetroCal Ltda. organizacion autorizada para realizar calibracion de

balanzas, verifico y calibr6 la balanza analitica con la expedicién del
correspondiente certificado de calibracion..

2.1.3.2 Espectrofotometro de absorcién atémica
Marca Agilent Technologies, modelo AA240FS, que cuenta con un Generador de

Hidruros, marca Agilent Technologies, modelo VGA77. Estos equipos fueron

revisados y calibrados por la empresa Agilent (México).

2.1.4. VERIFICACION DEL MATERIAL VOLUMETRICO
Se realizd la lista del material volumétrico necesario para desarrollar las

metodologias, identificando el material aforado que necesita ser verificado. Se
llevé 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 As total y disuelto en aguas y As total en

Suelos.

2.2 VALIDACION
En esta validacion, la optimizacion de variables instrumentales, la curva de

calibracion, la linealidad, el intervalo de trabajo, el Disefio experimental, el estudio
de las figuras de mérito y el célculo de la Incertidumbre es igual para los métodos

As total y disuelto en aguas, y As Total en Suelos.

2.2.1 Optimizacién de Variables Instrumentales
Se evaluaron las condiciones instrumentales, para optimizer estos parametros y

garantizar, la correcta lectura de los patrones y muestras en el equipo. El
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fabricante del equipo sugiere ciertos parametros y condiciones para optimizacion y

se realiz6 el estudio de estas variables con base a esa informacion.

2.2.1.1 Optimizacién de Generacion del Hidruro
Antes de hacer este estudio se ajusto la lampara y la altura del mechero con la

celda de cuarzo para que diera el valor de mayor absorbancia, se ajusto6 el cero y
se procedi6 a evaluar las concentraciones de Borohidruro en una solucién de 0.5%

de NaOH y con una solucién de 6M de HCI.

Se evaluaron las diferentes concentraciones del reductor teniendo en cuenta las
recomendaciones del fabricante. 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2, 3 todos en porcentaje peso-
volumen (%p/v) de NaBHa4 en la solucion de NaOH. Utilizando un patrén de 10 ug
As/L, el cual debe dar una absorbancia de 0.3, haciendo la lectura con la longitud
de onda A=197.3 nm.

2.2.1.2 Proporcion Aire Acetileno
Se evalud la proporcion de la concentraciébn de Aire-Acetileno en la llama, los
datos de comparacion fueron los valores de absorbancia, utilizando un patrén de

10 pg As/L, haciendo la lectura con la longitud de onda A=197.3 nm.

2.2.1.3 Tiempo de pre-Lectura de la muestra
Se ajustaron los valores de pre- Lectura de la muestra (delay time), el tiempo en el

que el generador toma la muestra y hace la lectura en el equipo se ajustaron
valores en el desarrollo del método 5,10,15,20,25,30,35,40,45 segundos

respectivamente.

2.2.2 Curva de calibracion
Solucién estandar de trabajo de 250 pg/L, Se toman 25 pL de la solucion stock de

arsénico y se diluyen a 100 mL. Con esta solucién estandar de trabajo se prepara
la respectiva curva de calibracion. Todos los patrones de la curva de calibracion se
les adiciona un mL de una solucidn que contiene el 25% de yoduro de potasio y

5% de acido ascorbico, adicionalmente se adicionan 5mL de HCI concentrado.
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Preparar los patrones de la curva de calibracion de acuerdo con las siguientes

indicaciones:

e 1 g As/L: Se tomaron 100 pL del patron de 250 ug As/L y se diluyeron a 25
mL.

e 3 g As/L: Se tomaron 300 pL del patron de 250 ug As/L y se diluyeron a 25
mL.

e 5 g As/L: Se tomaron 500 uL del patrén de 250 ug As/L y se diluyeron a 25
mL.

e 7 ug As/L: Se tomaron 700 uL del patrén de 250 ug As/L y se diluyeron a 25
mL.

e 10 pg As/L: Se tomaron 1000 pL del patron de 250 pug As/L y se diluyeron a
25 mL

2.2.3. Intervalo de validacion.

Segun la curva de calibracién descrita anteriormente el intervalo de validacién es

de 0 a 10 pug As/L. Y también se evidencidé graficamente este limite ya que
patrones que superan esta concentracion se encuentran fuera del rango lineal. El
manual del equipo de absorcidbn atoémica asegura linealidad dentro de este

intervalo.

2.2.4 Linealidad

Se realiz6 la prueba de t de student a la recta de minimos cuadrados para
comprobar la linealidad de la curva 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 calculo. El método més simple fue calcular el valor t usando la ecuacion:
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| Nn—=2
" VI-77 Ec.2.1

Donde r es el coeficiente de correlacion y n el numero de pares usados para

[

calcular r. El valor calculado de t se compara con el tabulado al nivel de
significacion deseado, usando una prueba t de dos colas y (n-2) grados de libertad
ver anexo B. La hipétesis nula en este caso es que no existe correlacion entre X'y

Y. Si el valor calculado de t es mayor que el tabulado la hipétesis nula se rechaza

y se concluye que existe una correlacién significativa.

2.2.5 Disefio experimental
Se siguieron los lineamientos de validacion del Laboratorio Quimico de Consultas

Industriales de la Universidad Industrial de Santander, para la validacion de
métodos analiticos. Se analizaron en orden aleatorio las muestras citadas a

continuacion por un periodo de 6 dias que pudieron ser consecutivos 0 no.
e Blancos Enriquecidos

e Soluciones Estandar (Material certificado para Suelos) para evaluacion de

la exactitud.
e Soluciones para la evaluacion de la precision.
Descripcién de soluciones y patrones

Se prepararon blancos enriquecidos para As total en aguas y suelos, para
determinar el limite de deteccién y el limite de cuantificacion de los métodos.
Para el estandar de suelo se utiliz6 un Material de Referencia Certificado (MRC)
del IDEAM (2010), cuya concentracion de Arsénico es 132 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 analiz6 una concentracién de

aproximadamente a 0,6 C de la curva, donde, C es la concentracion tope de la
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curva de calibraciéon. Y Para la evaluaciéon de la precisibn se prepararon
soluciones de 0.09C y 0.9C.

Para aguas se prepar6 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 As total y

disuelto en aguas.

2.2.6 Figuras de Mérito

2.2.6.1. El limite de deteccion
Con los datos de los blancos enriquecidos se determind el limite de deteccion,

calculando la desviacion estandar y aplicando la ecuacion

ID=X+35D gc 00

X es el valor medio de las determinaciones y SD es la desviacion estandar

de las medidas.

2.2.1.6. El limite de cuantificacion
Con el valor medio y desviacion estandar de las medidas usadas en el calculo del

limite de deteccion se calculd el limite de cuantificacion utilizando la ecuacion

LC=X+10SD gco3

X es el valor medio de las determinaciones y SD es la desviacion estandar

2.2.1.7. Precision
Se estimé mediante el calculo del coeficiente de variacion obtenido de las

soluciones preparadas de 0.09C y 0.9C

2.2.1.8. Exactitud
Se calcul6 el porcentaje de recuperacion para el MRC del IDEAM (Suelos) y el
patron de 0.6C para aguas.
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2.3. ELABORACION DE LAS CARTAS DE CONTROL.
2.3.1 Carta de Control para suelos

Se pes6 una cantidad promedio en 10 dias del MRC del IDEAM, para que diera
una lectura cercana a 0.6C de la curva de calibracion. Con esas medidas se

elaboré la carta de control para suelos.

2.3.2 Carta de Control para Aguas
Se monitoreo diariamente la concentracion de un patron de As pg/L para aguas
durante intervalo de 10 dias, con ésta se elabor6 la carta de control analitico

identificando los limites de alarma y de accion.

2.4. CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE.

El calculo de la incertidumbre se realiz6 para las técnicas validadas

2.4.1. Caracterizacion de las fuentes individuales de incertidumbre.
En cada una de las etapas de las metodologias se identificaron las fuentes de

incertidumbre las cuales deben ser cuantificadas, combinadas y expandidas para

lograr estimar la incertidumbre de la metodologia.

2.4.1.1. Incertidumbre en la determinacion de Arsénico total en Suelos
Se identificaron las fuentes individuales de incertidumbre en la pesada, la dilucién

de muestra, la preparacion de los patrones y la lectura de la curva de calibracion.
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Muestras
: Patrones ler Factor de

Dilucién Respuesta del Equipo

3
N\ —
4
— A<«
2

Concentracion As pg/L

CERTIpur Patrones 2do Factor
de Dilucion

Figura 3. Fuentes de Incertidumbre, Método de Arsénico Total en Aguas

MUESTRAS

1 Pesada de las Muestras

2 Aforo en un Balon de 100 mL

3 Alicuota de muestra digerida 10 mL

4 Aforo de la alicuota en un balén de 25 mL

Certipur As

Incertidumbre asociada a la solucion Patron de As

Preparacion de la Solucién patron

Incertidumbre debida a la preparacién de la solucién de trabajo de 250ug/L As

Preparacion de los patrones de la Curva

Incertidumbre debida a la preparacidn de la soluciones para la curva de Calibracién

Respuesta del Equipo

Incertidumbre debida a la lectura en el equipo

Tabla 1. Fuentes de Incertidumbre, Método de Arsénico Total en Aguas
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2.4.1.2. Incertidumbre en la determinacién de Arsénico total en Aguas
Se identificaron las fuentes individuales de incertidumbre en la pesada, la dilucion

de muestra, la preparacion de los patrones y la lectura de la curva de calibracién.

Muestras
Patrones ler Factor de

Dilucién Respuesta del Equipo

__%é——

4
—>\ <
2

Concentracion As pg/L

CERTIpur Patrones 2do Factor
de Dilucion

Figura 4. Fuentes de Incertidumbre, Método de Arsénico Total en Suelos

MUESTRAS

1 Toma de Muestra Pipeta de 100 mL

2 Aforo en un Balén de 100 mL

3 Alicuota de muestra digerida 10 mL

4 Aforo de la alicuota en un balén de 25 mL

Certipur As

Incertidumbre asociada a la solucién Patron de As

Preparacion de la Solucion patrén

Incertidumbre debida a la preparacion de la soluciéon de trabajo de 250ug/L As
Preparacion de los patrones de la Curva

Incertidumbre debida a la preparacion de la soluciones para la curva de Calibracion
Respuesta del Equipo

Incertidumbre debida a la lectura en el equipo

Tabla 2. Fuentes de Incertidumbre, Método de Arsénico Total en Suelos
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
3.1 PREVALIDACION

3.1.1 Verificacion de Patrones

e Agua destilada.

e Acido nitrico concentrado, HNO3,

e Acido clorhidrico (concentrado),

e Peréxido de hidrégeno (30%)
Adémas de revisar los certificados de analisis por parte de los proveedores, se
hizo una verificacion de los reactivos a utilizar, para descartar cualquier
contaminacion de As en estos, los resultados fueron menores al limite de
deteccién de los métodos. Los valores de concentracion tienen un coeficiente de

variacion de 20 al 83 %, lo que indica que estadisticamente se comportan como

blancos.
Reactivo Concentracion As ug/L %CV
Agua Destilada ND 83,3
Acido Nitrico 0,01 20,34
Acido Clorhidrico 0 34,15
Perdoxido de 0 45,32
Hidrégeno

Tabla 3. Andlisis de Reactivos para las Metodologias

3.1.2 Verificacion 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 100 mL, Balones de 100mL,
Pipetas aforadas de 10 mL, balones aforados de 25 mL, y las micropipetas de 10-

100uL y 100-1000pL respectivamente.
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Medidas Pipeta Balon Pipeta Balon Micropipeta Micropipeta

100 mL 100 mL 10 mL 25mL de 1000pL de 100pL
1 99,8728 999076 10,0137 250326 1004 0,1008
2 99,9618 999372 19,9939 250003 1007 0,1007
3 99,9486 998500 9.9876 24,9555 1005 0,1005
4 99,9569 999058 99989 249614 1003 0,1003
5 99,9484 999176 10,0094 25 0002 1008 0,1008
6 99,9643 999147 19,9981 24,9504 1002 0,1002
7 99,9980 999360 10,0001 24,9780 1010 0,1010
8 100,0050 99,9460 9,9967 24,9937 998 0,0998
9 99,9463 999305 10,0078 249819 1004 0,1004
10 99,8628 999070 10,0064 24 9459 1012 0,1012
Correccion  -0,0535 -0,0848  0,0013  -0,0200 0,0053 0,0006
S 0,0462 0,0270 0,0080 0,0274 0,0041 0,0004
Tolerancia +0,08 +0,1 +0,02 +0,04 +0,08 +0,08

mt(*)

(*) Nota: los valores de tolerancia de las micropipetas usadas son del rango de pL.
Tabla 4. Verificacion de Material Volumétrico

En los datos mostrados en la tabla 4, se puede evidenciar que el material

volumétrico usado se encuentra dentro de las especificaciones de tolerancia

emitidos por el fabricante, entonces se concluye que realizada la verificacion el

material es apto para el uso en la validacion.

46



Verificacion Balon 25 mL

0,05
0,04
0,03 1 3

0,02

0,01 * / o

o=Error
0,00

-0,01 Tolerancia
-0,02 +0,04

-0,03
-0,04
-0,05

Tolerancia

Figura 5. Verificacién de Balén de 25 mL.

En la grafia podemos observar el comportamiento del error en la verificacion del

balon de 25 mL, que se encuentra dentro de los rangos de tolerancia.

3.2 VALIDACION
3.2.1 Optimizacion de Variables Instrumentales

3.2.1.1 Optimizacion de Generacion del Hidruro
NaBH4 (%p/v) NaOH (%p/v) Absorbancia

0,3 0,5 0,3545
0,5 0,5 0,314
1 0,5 0,2875
2 0,5 0,2135
3 0,5 0,2446

Tabla 5. Optimizacion Generacion de Hidruro As

En la tabla 5, podemos observar los valores de concentracion de Borohidruro
usados en la optimizacion, el valor que mejor reportdé absorbancia para el patréon
de 10ug/L fue la concentracién utilizada de 0,3 (%p/v), concentraciones de
reductor mayores a este valor reportan menor absorbancia, esto es debido a que

47



se genera demasiada efervescencia que causa perturbaciones 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. [15]

Variacion Concentracion
Reductor
0,35
R 03 2
§ ’ IS
§ 0,25
I *
*
0,2
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Concentracién Reductor

Figura 6. Concentracion del Reductor vs. Absorbancia

La concentracion de acido usada fue la recomendada por el fabricante del equipo
ya que, se necesitan condiciones acidas para generar el hidruro, la concentracion
usada fue de HCI 6M.

3.2.1.2 Proporcion Aire Acetileno
Cada elemento que forma un hidruro tiene una temperatura ideal de atomizacion,

las proporciones de aire y acetileno fueron evaluadas. Los resultados se presentan

en la tabla 6.
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Aire Acetileno ]
Absorbancia

L/min L/min
13,5 2,1 0,2932
13,5 3,1 0,2853
12,5 2,1 0,3583
12,5 3,1 0,2942
11,5 3,1 0,2875
11 2,1 0,2932

Tabla 6. Proporcion Aire Acetileno

En la figura 7 podemos observar el comportamiento de la relacion entre el
combustible y el oxidante, la relacién estequiométrica dptima en la reaccién de
combustiéon es 2 moles de Acetileno por 5 moles de Oxigeno, los calculos
realizados para la relacibn de maxima absorbancia Aire/Acetileno= 5.5 (L/min)
como resultado que esa cantidad de acetileno (2,1 L/min) debe reaccionar con
aproximadamente (12,7 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 y no

se afecte la concentracion real en la muestra.

03B
T A R

0.3~

o 033~

Absarbanci
=]
[
r
{

135 22 Flujo Acetileno Lirnin

Flujo Aire Limin

Figura 7. Aire-Acetileno vs. Absorbancia
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3.2.1.3 Tiempo de pre-Lectura de la muestra
Como podemos observar en la figura 8, la absorbancia maxima se alcanza

después de los 30 segundos después de haber tomado la muestra. En este lapso
de tiempo se asegura que la muestra ya ha llegado al reactor del generador de
hidruros, y se pueda hacer la respectiva lectura. Este mismo tiempo se dej6 para
la limpieza del reactor del generador para asi evitar el efecto memoria e introducir

error en medidas posteriores.

Toma de Muestra y Lectura
0,4
Ar———e

o 03
. rd
=
S 0,1
K]
< 0

01 ( 10 20 30 40 50

Tiempo [s]

Figura 8. Tiempo de Prelectura de muestras.
3.2.2 Curva de calibracion

Las recomendaciones dadas por el fabricante, sugieren y muestran que la curva
de calibracion es lineal solo hasta el valor de 10ug/L, se prepararon patrones de

12ug/L y 15ug/L, para verificar la linealidad.

Conc. pg/L Absorbancia

0 0

1 0,0398
3 0,1139
5 0,1858
7 0,2450
10 0,3416
12 0,3890
15 0,4478

Tabla 7. Absorbancia Patrones
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Con estos valores se construy0 una grafica y se observo el coeficiente de
correlacion, no se ajusta a un comporta miento lineal R2 = 0,9893. La curva de
calibracion es lineal solo hasta el valor de 10ug/L y se leyeron estos patrones en 6

dias diferentes, la tabla 8 muestra las lecturas de los patrones de la curva.

Patronpg/L  Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia6 Promedio

0 0 0 0 0 0 0 0

1 0,038 0,0374 0,0398 0,0386 0,0368 0,0385 0,0382
3 0,0957 0,1131 0,1139 0,1287 0,1075 0,1105 0,1116
5 0,1578 0,1868 0,1821 0,1963 0,1699 0,174 0,1778
7 0,2311 0,2584 0,245 0,2668 0,2244 10,2483 0,2457

10 0,3226 0,3508 0,3615 0,3545 0,3088 0,3466 0,3408

r 0,9995 0,9991 0,9995 0,9970 0,9983 0,9997 0,9995
m 0,0322 0,0354 0,0356 0,0358 0,0308 0,0346 0,0340
b 0,0014 0,0043 0,0028 0,0092 0,0079 0,0031 0,0048

Tabla 8. Lectura de Patrones

Con los valores promedio se construy0 la curva de calibracion.

Curva de Calibracion

o
>

o
w

Absorbancia
o
N

y =0,034x + 0,0048
R2=0,999

0 2 4 6 8 10 12

Concentracién pg/L As

Figura 9. Curva de Calibracién As
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3.2.3. Intervalo de validacién.

Segun la curva de calibracién obtenida, el intervalo de validaciéon es de 0 a 10 ug
As/L. El manual del equipo de absorcion atdmica asegura linealidad dentro de este
intervalo y se observa la correlacion lineal directa entre la absorbancia y la

concentraciéon en este intervalo.

3.2.4 Linealidad
Se realiz6 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 correlacion lineal.

El valor calculado t con la ecuacion 2.1, se compara con el valor tabulado, se
propone una hipoétesis 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.

Hipoétesis Nula: No existe correlacion entre Y y X.

t cal= 37,21 reemplazando r en Ec.1 con n=7

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

Como tcai>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 Arsénico Total en Suelos
Para la validacion de arsénico total en suelos se usaron blancos enriquecidos para

determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion. Se uso6 un suelo que
contenia poca materia organica suministrado por el Laboratorio Quimico de
Suelos. Este suelo se le hizo analisis de arsénico en sistema abierto y sistema
cerrado, obteniéndose mejores resultados con el sistema cerrado el cual se

comprueba su mejor eficiencia en comentarios posteriores. (ver numeral 3.2.5.1.4)
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Se prepararon los blancos de suelo y blancos enriquecidos y se sometieron al
proceso de digestion descrito en el numeral 2.1.2.1 y se evaluo el criterio de
porcentaje de coeficiente de variacién, para determinar que concentracién daba
respuesta diferente al blanco y que valores se ajustaban a los porcentajes de
recuperacién en concentraciones de rango bajo. Las concentraciones de 0,3, 0,4y

0,5 pg/L corresponden a los blancos enriquecidos de la muestra de suelo.

Muestra Lectura en el equipo %CV

Hg/L
Blanco Suelo 0 80,23
0,3 0,04 64,1
0,4 0,14 28,6
0,5 0,45 5,3

Tabla 9. Blancos enriquecidos Suelo

En la tabla 9 se observa, que para las concentraciones de 0,3, 0,4 pg/L, el
coeficiente de variacion es muy alto y las muestras con esas concentraciones se
comportan como blancos. La lectura del blanco enriquecido 0,5 pg/L, tiene un
coeficiente de variacion menor y su valor para determinar el limite de deteccion es

mas significativo.
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Concentracién Blancos
enriquecidos 0,5 pg/L

0,460
0,470
0,505
0,465
0,400

Promedio 0,46

S 0,054

Tabla 10. Promedio de blanco enriquecido Suelo

3.2.5.1.1 Limite de deteccion y limite de Cuantificacién

Con las ecuaciones 2.2 y 2.3, se calcula el limite de deteccion y de cuantificacion
respectivamente. Los datos se encuentran reportados en la tabla. Este valor de
concentracién debe expresarse en pg/g de suelo o su equivalente mg/kg, por eso
se multiplica por 0,1L que 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.

Xprom Desviacion CV (%) Limite de Limite de
estandar (s) deteccion del cuantificacion del
(mg/kg) método (LDM) método (LCM)
(mg/kg)
(mg/kg) (mg/kg)
0,046 0,0054 12,31 0,059 0,095

Tabla 11. Limite de detecciéon y Limite de Cuantificacion.

3.2.5.1.2 Precision del Método.
Se evaluaron concentraciones de alto y rango bajo en suelos, 0,09Cy 0,9C, donde

C es la concentracion tope de la curva, se hicieron adicionados. Se evalud la

54



precision en términos del porcentaje del coeficiente de variacion en las muestras

analizadas en 6 dias.

Valor Desviacion CV % Error %
promedio estandar (s) (%) Relativo Porcentaje
Esperado Esperado Recup.
(Mg/L) (ng/g) obtenido (ng/g)
(ug/9)
0,9 0,09 0,081 0,005 7,23 13,2 86,7
9,0 0,9 0,851 0,06 6,6 7,6 91,9

Tabla 12. Tabla Determinacién de la Precision.

Se observa en la tabla que los valores de bajo rango, el valor esperado tiene un
coeficiente de variacion mayor, esto se debe a que concentraciones pequefias en
esta matriz pueden ser cuantificadas pero con una mayor variabilidad en la medida
y este valor de bajo rango estan cerca al limite de cuantificacién y dentro del
limite de deteccion. Este valor de variaciébn se encuentra dentro de los rangos
establecidos como aceptables. Los valores de alto rango tienen poca variabilidad
en la medicidon. Los porcentajes de recuperacion se encuentran dentro de los

valores aceptables de alto y bajo

3.2.5.1.3 Exactitud del Método

Se evalué la exactitud del método para el analisis de arsénico total en suelos, para

ello se realizé el andlisis al MRC del IDEAM (2010), se reportan los resultados en

la tabla.
Valor Valor Desv. CV (%) % Porcentaje de LCS LAS LAI LCI
MRC promedio estandar Recuperacién
(mg/Kg) MRC (s) (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
obtenido (mg/Kg)
(mg/Kg)
132 122,7 5,43 4,11 86-97 137,7 132,3 110,6 105,2

Tabla 13 .Tabla Exactitud Método en Suelos
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Segun el certificado del material de referencia suministrado por el IDEAM, para el
suelo de las pruebas del afio 2010, el suelo utilizado tiene una concentracion de
As de 132 mg/Kg, con una desviacion y unos valores limites superior e inferior de
respectivamente. Podemos observar que los datos obtenidos se ajustan a estos
valores y el valor de sus porcentajes de recuperacion esta entre los limites
aceptables. La variacion de estos valores pudo ser debido a la gran cantidad de
metales que presentaba esta muestra, algunos elementos pueden reaccionar con
el yoduro de potasio, en la etapa de la preparacién de la muestra, ocasionando
interferencias, pero no son significativas ya que los valores se encuentran dentro

de los limites especificados.

3.2.5.1.4 Modificacion del Método
Al realizar el montaje del método se encontré que para el analisis de suelos se

realiz6 unas modificaciones al método utilizando un sistema cerrado para llevar a
cabo la digestion y no el método abierto como sugeria el método. Este cambio fue
realizado debido a que se encontraron mejores porcentajes de recuperacion en la
digestidn con sistema cerrado respecto al abierto, lo que permitié concluir que las
pérdidas en el sistema cerrado eran mucho menores debido a que algunos

compuestos que contienen arsénico son volatiles.

%

Tipo de ) . Desviacion % Error
. . Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Promedio %CV .
digestion estandar relativo
Recup.
Cerrada 122,87 114,8 131,87 122,8 121,12 122,69 6,1 4,98 7,05 92
Abierta 55,03 4751 67,32 50,48 56,187 55,31 7,57 13,69 58,1 41

Tabla 14. Modificacion del Método para Suelos

3.2.5.2 Disefio Experimental Arsénico Total en Aguas
Para la validacién de arsénico total en aguas se usaron blancos enriquecidos para

determinar el limite de deteccién y el limite de cuantificacion. Se utilizaron
muestras de agua natural, y se hicieron adicionados de concentraciones bajas de

arsénico, y se el procedimiento realizado fue similar al estudio en suelos, se
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observaron los coeficientes de variacion de los blancos enriquecidos y el valor
elegido fue 0,15 pg/L, ya que este valor, en la lectura, presentaba un %CV que se

ajusta a los valores aceptables para rango bajo.

Muestra Lecturaen el equipo %CV

Hg/L
Blanco Agua 0 >100
0,03 0 70,3
0,05 0,039 28,6
0,1 0,9 22,3
0,15 0,14 8,9

Tabla 15 . Blancos Enriquecidos para Agua

Con este valor de concentracion para el blanco enriquecido se realizaron analisis

por 6 dias y los resultados se muestran en la tabla.

Concentracion Blancos
enriquecidos 0,15 pg/L

0,14
0,15
0,11
0,13
0,14
0,12

Promedio 0,14

S 0,02

Tabla 16. Promedio Blanco enriquecido para Aguas
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3.2.5.2.1 Limite de deteccién y limite de Cuantificacion
Con la ecuacién calculamos el limite de cuantificacién y el limite de deteccién para

el método de Arsénico total en aguas, en la tabla 16, se pueden observar los

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

Xorom Desviacion CV (%) Limite de Limite de
estandar (s) deteccion del cuantificacion del
(ug/L) método (LDM) método (LCM)
(Hg/L)
(Hg/L) (ug/L)
0,14 0,02 11,64 0,18 0,29

Tabla 17. Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion para Aguas

El valor de los limites es menor que los suelos debido a las matrices y a los
tratamientos de las muestras, en suelos, el tratamiento de la muestra puede ser
una fuente de pérdidas, en agua la digestion es un poco menos mas agresiva y la

variacion en concentraciones mas bajas que en suelo es menor.

3.2.5.2.2 Precisiéon del Método
Para evaluar esta figura de mérito en aguas se analizaron los porcentajes de

recuperaciéon y los coeficientes de variacion en rangos altos y bajos el rango lineal

trabajado, las concentraciones de 0,9ug/L y 9ug/L.

Valor L
romedio Desviacion %
Esperado P estandar (s) Ccv % Error Porcentaje
0 .
(Ho/L) obtenido (Lg/L) (%) Relativo Recup.

(Mg/L)

0,9 0,82 0,050 6,09 8.16 90

9,0 8,932 0,278 3,11 2.97 99,2

Tabla 18. Precision Método Aguas.
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En la tabla se muestran los valores para el método aplicado a aguas, el porcentaje
de recuperacion de ambos rangos se encuentran en los niveles establecidos por el
Standard Methods, y los coeficientes de variaciébn se ajustan a los valores
aceptables, hay mayor variacion en los valores de rango bajo, ya que en estos
valores de concentraciones bajas pueden producirse mayores pérdidas y en la

lectura pueden haber errores debidos a ruidos de fondo.

3.2.5.2.3 Exactitud del Método
Para evaluar la exactitud, se evalu6 en términos del porcentaje de recuperacion y

error relativo, se utilizé un patron de concentracién 6ug/L, el cual fue analizado con

el método de aguas, los resultados se muestran en la tabla 18.

Valor de Valor Desv. cv %Error LAS LCS LAI LCI
referencia promedio Estandar (%) Relativo
(Mg/L) (s) (Mg/L)  (ng/L)  (ng/l)  (ug/L)
obtenido
(Hg/L) (Hg/L)
6,0 6,0 0,21 3,47 1,66 6,4 6,6 5,6 54

Tabla 19. Exactitud Método Aguas.

Para este andlisis podemos observar que los valores presentan poca variabilidad,
y que el método es exacto ya que los valores se encuentran dentro de los limites

de advertencia inferior y superior.

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

Se identificaron las fuentes de incertidumbre en la metodologia de cuantificacion

de Arsénico en suelos y se cuantifico la incertidumbre para el resultado final.

3.3.1. Pesada de las muestras.
El pesaje de las muestras aporta dos fuentes de incertidumbre, la incertidumbre

dada por la division de la escala de la balanza y la incertidumbre en la calibracién

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

la incertidumbre estandar sera: Division= 0.0001g Ual = 0.0001/+/3 = 0.000058

3.3.1.2. Incertidumbre estandar en la calibracién de la balanza.
El certificado de calibracibn de la balanza emitido por MetroCal presenta el

siguiente valor de incertidumbre: U =2,646x10™* +1,55112x10°*w Donde w es el

peso de muestra. Para la metodologia se pesé alrededor de 0.0650 gramos de

muestra, por tanto la incertidumbre seré:

U =2,646x10* +1,55112x10° *(0,0117) = 0,0001513

Ua2 = 0.0001513/+/3 =8,73E —5

3.3.1.3. Incertidumbre combinada en la pesada de las muestras.

Uac = /(U1)? + (U 2)* =/(0.000058)° + (8,73E —5)? = 0.00010

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.

Uz, =Uac/0.0117 =0.00013/0.0117 = 0.00894

3.3.2 Incertidumbre por dilucién de muestras en un bal6n aforado de 100 mL.
Al diluir la muestra digerida en el balon de 100ml, se tiene en cuenta la

contribucién de la incertidumbre e dada por el efecto de la temperatura, la

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

3.3.2.1 Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura.
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Esta fuente de incertidumbre esta dada por la ecuacién Ubl= (4*2E —4*V)/\/§ y

el volumen del material usado en este caso, el balon de 100ml, se supone una

distribucion rectangular de los datos.
Ubl = (4* 2E — 4*100)/~/3 = 0.0462

3.3.2.2. Incertidumbre estandar por la repetibilidad del balén de 100 mL.
En la verificacién del material volumétrico usado en la metodologia, se calcula la

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

verificacién. Ub2=s/4/n Donde n es el nGmero de réplicas.

Ub2 = 0.024/+/10 = 0.0075

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 vy se asume una distribucion rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:
Ub3 = Tolerancia/+/3 = 0.1/+/3 = 0.0577

3.3.2.4. Incertidumbre combinada por dilucién de las muestras en un balén
de 100 mL.

Ubc = 4/(Ubl)? + (Ub2)? + (Ub3)? = /(0.0462)2 + (0.0075)? + (0.0577)% = 0.0743

3.3.2.5. Incertidumbre Estandar Relativa por dilucion de las muestras en un
bal6on de 100 mL.

La incertidumbre estandar relativa esta dada por el cociente entre Ubc2 y el

volumen de aforo (100mL).

U gy =Ubc/100 = 0.0724/100 = 0.000744
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3.3.3. Incertidumbre por dilucién de muestras en un bal6n aforado de 25 mL.

Al diluir la muestra para su preparacién y posterior lectura en el equipo en un
balon de 25 mL, se tiene en cuenta la contribucién de la incertidumbre e dada por
el efecto de la temperatura, la repetibilidad y tolerancia del balén 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 Ub25=(4*2E —4*V)/\/§

y el volumen del material usado en este caso, el balon de 25 ml, se supone una

distribucion rectangular de los datos.
U25, = (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, se calcula la

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

verificacién. Ub2=s/</n Donde n es el nGtmero de réplicas.

U 25, = 0.0274/~/10 = 0.0087

3.3.3.3. Incertidumbre estandar por la tolerancia del balon de 25 mL.
El fabricante del balén usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de

tolerancia de +0.04 mL vy se asume una distribucion rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

U 25, =Tolerancia/+/3 =0.04/+/3 = 0.0231

3.3.3.4. Incertidumbre combinada por diluciéon de las muestras en un bal6n
de 25 mL.

U 25¢ = /(U 25,)% + (U 25,)? + (U 25,)? =+/(0.0115)? + (0.0087)? + (0.0231)? = 0.02723
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3.3.3.5. Incertidumbre Estandar Relativa por dilucion de las muestras en un
balon de 25 mL.

La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre U25c y el

volumen de aforo (25 mL).

U25., =U25c/25=0.02723/25=0.001090

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

Al tomar una alicuota de la muestra digerida con la pipeta de 10 ml, esta se afora
en un balén de 25 ml, se tiene en cuenta la contribucion de la incertidumbre e
dada por el efecto de la temperatura, la repetibilidad y tolerancia de la pipeta de 10
mL en este paso de la metodologia.

3.3.4.1. Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura.
Esta fuente de incertidumbre esta dada por la ecuacion U1pl0 = (4*2E —4*V)/\/§

y el volumen del material usado en este caso, la pipeta de 10 mL, se supone una

distribucion rectangular de los datos.
U, = (4*2E - 7*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

desviacién estandar y esta se divide en el numero de mediciones hechas en la
verificacién. Ub2=s/+/n, Donde n es el nuimero de réplicas.

U, = 0.008/+/10 = 0.0025

3.3.4.3. Incertidumbre estandar por la tolerancia de la pipeta de 10mL.
El fabricante del balén usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de

tolerancia de £0.02 mL y se asume una distribucién rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:
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Uso = Tolerancia/~/3 =0.02/+/3 = 0.0115

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

UC 10 = 1/(Us10)? + (U p0)? + Usps)? =+/(0.0081)% +(0.0025)? + (0.0115)* =0.01431

3.4.4.5. Incertidumbre Estandar Relativa por alicuota tomada por la pipeta de
10mL

La incertidumbre estandar relativa esta dada por el cociente entre Uc2 y el
volumen de aforo (10mL).

U grpro = UC 0 /10 = 0.01431/100 = 0.001431

3.3.5 Incertidumbre Combinada del pesaje de las muestras y dilucién de la
digestion y preparaciéon de las muestras.

Se tiene en cuenta la contribucion de la incertidumbre estandar relativa del pesaje

de las muestras, del balon de 100 mL, del bal6n de 25 mL y de la pipeta de 10mL.

UA; = \/(U era)’ + Ury)® +(U25¢,)" + (U ERplo)2 =
\/(0.00894)2 +(0.000744) + (0,001090)* +(0,001431)* = 0,009158

3.3.6. Incertidumbre debida al primer factor de dilucion (Preparacion de la
solucién madre en la curva de calibracién).

En la metodologia se menciond que para preparar los patrones de la curva de
calibracion primero se prepardé una solucion madre de 250 pg/L a partir de la
Solucién CERTIpur certificado de 1000 + 10 mg/L, midiendo 250 pL del estandar y
aforando a 100 mL, para el calculo de la incertidumbre se tiene en cuenta el aporte

debido a la micropipeta de 10-100 pL y al balon de 100 mL
3.3.6.1. Incertidumbre generada por la micropipeta de 10-100uL.

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.
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3.3.6.1.1 Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la pipeta.

En la verificacion del material volumétrico se obtuvo la desviacién estandar de 10

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

dada por: Umpl= s/+/nDonde n es el nimero de medidas.
Umpl = 0.0004/~/10 = 0.00013

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

coeficiente de expansion del agua (2E-4) y el volumen del material volumétrico (10

mL) y una distribucion rectangular.
Ump2 = (4* 2E — 4*100)/+/3 = 0.0520

3.3.6.1.3 Incertidumbre estandar por latolerancia 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 pL y se asume una distribucion rectangular, por tanto la
incertidumbre esta dada por:

Ump3= Tolerancia/+/3 = 0.08/+/3 = 0.0462

3.3.6.1.4 Incertidumbre combinada de la micropipeta de 10-100pL.

Umpc = \/(Umpl)z +(Ump2)® + (Ump3)?® = \/(0.00013)2 +(0.00462)° + (0.052)* =0.0695

3.3.6.1.5. Incertidumbre Estandar Relativa de micropipeta de 10-100uL
La incertidumbre estandar relativa esta dada por el cociente entre Uc3 y el

volumen de la micropipeta (10-100uL).

U en =UmMpc3/100 = 0.0695/100 = 0.000695
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3.3.7. Incertidumbre generada por el balén de 100 mL (aforo)
Esta incertidumbre ya fue calculada en el apartado 3.4.2.5. En donde se obtuvo el
valor de la incertidumbre estandar relativa. Uggr, = 0.000744

3.3.8 Incertidumbre estandar relativa del primer factor de dilucion.
Se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 10-

100pL (Umper) Y la incertidumbre estandar relativa del balon de 100 mL (Uggp)

Usep = /(U mper)? + (U gy )? =/(0.000695) +(0.000744)* =0.001018

3.3.9 Incertidumbre debida al segundo factor de dilucion (preparacion de los
patrones a partir de la soluciéon madre)

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

deseada.

3.3.9 1. Incertidumbre generada por la micropipeta de 100-1000 pL.
Se tienen en cuenta los tres aportes para el material volumétrico: Repetibilidad de

la micropipeta, efecto de la temperatura y tolerancia de la micropipeta.

3.3.9.1.1. Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la micropipeta de
100-1000 pL.

En la verificacion del material volumétrico se calculd la desviacion estandar de 10
mediciones de volumen de la micropipeta de 100-1000 pL, con la cual se calcula

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

Uy = s/+/n Siendo n el nimero de mediciones. U, =0.2856/+/10 = 0.0903
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3.3.9.1.2. Incertidumbre estandar por el efecto de la temperatura.
Esta contribucién se obtiene multiplicando: variacion de la temperatura (4°C), el
coeficiente de expansién del agua (2E-4) y el volumen del material volumétrico

(1000 pL) y una distribucion rectangular.

U g = (4% 2E — 4*1000) /+/3 = 0.5196

3.3.9.1.3. Incertidumbre estandar por la tolerancia de la micropipeta de 100-
1000 pL.

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:

U. =Tolerancia/~/3 = 0.08/+/3 = 0.0462

3mq

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

Unge =/ Uing)? + Ung)? + Uspg)? =+/(0.0903)% +(0.5196)° + (0.0462)* = 0.5294

3.3.9.1.5 Incertidumbre Estandar Relativa de la micropipeta de 100-1000 pL.
La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre Umqc y el

volumen de aforo (1000 pL).

U qen =UMgc /1000 = 0.5294/1000 = 0.0005294

3.3.9.2. Incertidumbre generada por el balén de 25 mL (aforo)
Esta incertidumbre ya fue calculada en el apartado 3.4.3.5. En donde se obtuvo el
valor de la incertidumbre estandar relativa.  U25gg = 0.001090

3.3.10 Incertidumbre estandar relativa del segundo factor de dilucién.

Se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa de la bureta de 25 mL

(Umgr) Y la incertidumbre estandar relativa del balon de 25 mL (U25gR)
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Usep = /(U naer)? + (U 25)? =+/(0.0005294)? +(0.001090)* =0.001211
3.3.11 Incertidumbre Estandar debida al material de referencia certificado
con el cual se prepar6 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 As.

Valor Nominal 1000 mg/L de As

3.3.11.1 Incertidumbre Combinada del Material de Referencia
Corresponde al valor dado en el material de referencia 10 mg/L

Uewr =10

3.3.11.2 Incertidumbre Estandar Material de Referencia
Se asume una distribucién rectangular de los datos por lo tanto la U estandar sera

Uyyr =U s /A/3=10/4/3 =5.773

3.4.11.3 Incertidumbre Estandar Relativa Material de Referencia
U caur = U s /1000 =5.773/1000 = 0.005773

3.3.12. Incertidumbre estdndar 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 concentracibn como se muestra

en la ecuacion.

a = Concentracion de masa

y = Respuesta del instrumento o=

b = La ordenada al origen
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m = La pendiente calculada
En la tabla 3.13 se muestra un disefio tipico experimental .para la estimacion de la
incertidumbre, se realizé una curva de calibracién con i concentraciones vy |

repeticiones con lo que se hace un arreglo «, 7 j.

Curvas de calibracion

71 Y2 ...... Vi

C
o
%
© a1 al y1
o
c
(03]
o
c a2
o
(@)

aj Ay Vj

Para este arreglo se realizo la regresién lineal y se calculé m y b, por medio de un
ajuste de minimos cuadrados.

Tenemos. m = 0.0331y b =0.0092

Con los datos obtenidos, para la elaboracion de la ecuacion de la linea recta en la
curva de calibracion, se estimé la incertidumbre, de una concentracién de masa
del elemento quimico a medir “«”, con base al célculo de regresion lineal de la

curva de calibracién con una respuesta “y”. Como se muestra en la ecuacion.

= P
U}/—E £+l+!a—0{MRC!

_mpn S

XX
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Uy Incertidumbre del mensurado obtenida con el instrumento calibrado

S Desviacion estandar residual del célculo de regresion lineal

M Pendiente calculada

P El nimero de réplicas de la muestra en estudio

n NuUmero de puntos en la curva de calibracién, multiplicada por el

namero de réplicas “i*j".
a La concentracion en estudio

Q MRC Valor medio de las concentraciones en los patrones de la calibracion

S Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones

XX

Remplazando:

2
_0.0077\/1+ 1, (6-637 _ 1080

s = A rmaiAlzt o T
0.0331V6 36 2.34

La desviacion estandar residual esta dada por:

n

3 (7, - (ma +b)f

s=1-2 ; =0.0077 Y Se=2.(a,—a)’ =234
n-— j=1

7 Las j lecturas observadas
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ma +b Las j lecturas ajustadas

o Las i concentraciones usadas en la curva de calibracion

e Concentracion media en la curva de calibracion

El procedimiento de ajuste por minimos cuadrados asume que la incertidumbre de
los valores de la abscisa son pequefios en comparacion con los valores de la
ordenada. Este procedimiento refleja la incertidumbre de los valores de

absorbancia y no la incertidumbre de los estandares de calibracion.

3.3.12.1. 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

entre el valor de concentracion de la medida, (6 pg/L)
U zper =U s /6 =0.1050/6 = 0.01750

3.3.13. Incertidumbre combinada del método.

Esta se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa debida a:

. Pesada de las muestras, Dilucién en balén de 100 mL, preparacion de las
muestras

. Solucion Patrén

. Dilucion de la Solucion Patron ( Primera Dilucion)

) Preparacion de Patrones ( Segunda Dilucién)

. Curva de Calibracion

UC 6000 = \/(U As)2 +U ERMR)Z + (UlFD)2 + (UZFD)2 + (UCrsER)2 =
\/(().009158)2 + (0.()005773)2 + (().01()18)2 + (0.01211)2 + (0.01750)2 =0.0206
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La curva de calibracibn hace la mayor contribucion en incertidumbre a la
metodologia como se muestra en la figura 3.14, la pesada de las muestras hace

una contribucion insignificante al calculo de la incertidumbre de la metodologia.

3.3.14. Incertidumbre expandida.
Se obtiene multiplicando la incertidumbre combinada del método por k (el factor de

cobertura).

U = +Ucdelmétodo x K = +£0.0206 x 2 = +0.0413

exp met
3.3.15. Calculo de la incertidumbre expandida en la concentracién del analito

Se obtiene multiplicando la incertidumbre expandida por la concentracion

determinada en la metodologia.

U=Cug/gxU En donde C es el valor de la concentracion

exp met
3.3.16. Expresion del resultado
Expresion del resultado: C + U ug/g.

3.4. Determinacion de la incertidumbre en la cuantificacion de Arsénico Total
en Aguas.

Se identificaron las fuentes de incertidumbre en la metodologia de cuantificacion

de Arsénico en Aguas y se cuantificé la incertidumbre para el resultado final.

3.4.1. Medida del volumen de la muestra, aforo y preparacion de la muestra.
La medida de volumen de la muestra como se menciond en la metodologia

empleada para la validacion, aporta una incertidumbre por el material volumétrico
utilizado. En este caso la pipeta de 100 mL, su posterior aforo en un balén de 100

mL. De este aforo se toma 10mL y se llevan a un volumen final de 25 mL
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3.4.1.1. Incertidumbre estandar de la Pipeta de 100mL, efecto de la
temperatura

Esta fuente de incertidumbre esta dada por la ecuacion U, = (4*2E —4*V)/J§
y el volumen del material usado en este caso, la pipeta de 10 mL, se supone una
distribucion rectangular de los datos.

U, 100 = (4% 2E —7*100)/+/3 = 0.043

3.4.1.2. Incertidumbre estandar por la repetibilidad de la Pipeta de 100 mL.
En la verificacion del material volumétrico usado en la metodologia, se calcula la
desviacién estandar y esta se divide en el numero de mediciones hechas en la

verificacion. Uzpm:s/\/ﬁ, Donde n es el numero de réplicas.

U, 00 = 0.046/+/10 = 0.0146

3.4.1.3. Incertidumbre estandar por latolerancia de la pipeta de 100 mL.
El fabricante del balén usado para la dilucién de las muestras reporta un valor de
tolerancia de +0.08 mL y se asume una distribucion rectangular, por tanto la

incertidumbre esta dada por:

Uspo0 = Tolerancia/+/3 = 0.08/+/3 = 0.0462

3.4.1.4. Incertidumbre combinada por alicuota tomada por la pipeta de 100
mL.

UC 100 =y Uspia0)” + (U ppi00)? + Upae0)® =+/(0.0433)? +(0.0146)” + (0.0462)” =0.06497

3.4.1.5. Incertidumbre Estandar Relativa por alicuota tomada por la pipeta de
10mL

La incertidumbre estandar relativa estd dada por el cociente entre Ucpioo y el
volumen de aforo (100 mL).
U erpaoo = UC 100 /100 = 0.06497 /100 = 0.0006497
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3.4.2 Incertidumbre Por dilucién en un balén de 100 mL.

Esta fuente de incertidumbre fue calculada en el numeral 3.4.2.5
U ., =Ubc/100 = 0.0724/100 = 0.000744

3.4.3. Incertidumbre por dilucién de muestras en un bal6n aforado de 25 mL.
Esta fuente de incertidumbre fue calculada en el numeral 3.4.3.5

U25.; =U25c/25=0.02723/25=0.001090

3.4.4. Incertidumbre por dilucién de muestras en un balén aforado de 25 mL.
Esta fuente de incertidumbre fue calculada en el numeral 3.4.4.5

U grono = UC 0 /10 = 0.01431/100 = 0.001431

3.4.5 Incertidumbre Combinada

Se tiene en cuenta la contribucién de la incertidumbre estandar relativa de tomar la
alicuota con la pipeta de 100 mL, del balén de 100 mL, del bal6n de 25 mL y de la
pipeta de 10mL.

UA, = \/(U ERploo)2 +U ERb)2 +U 25ER)2 +U ERplo)2 =
\/ (0.0006497)% + (0.000744)? + (0,001090)? + (0,001431)* = 0,002014

3.4.6. Incertidumbre debida al primer factor de dilucion (Preparacion de la
solucion madre en la curva de calibracion.

Esta fuente de incertidumbre se identificd y se calculé en el numeral 3.4.8
Se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa de la micropipeta de 10-
100pL (Umper) Y la incertidumbre estandar relativa del balon de 100 mL (Ugrp)

Usep = /(U mper)? + (U gy)? = 4/(0.000695)7 +(0.000744)* =0.001018
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3.4.7 Incertidumbre debida al segundo factor de dilucidn (preparaciéon de los
patrones a partir de la solucién madre)

Esta fuente de incertidumbre se identificé y se calculdé en el numeral 3.4.10 Se
obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa de la bureta de 25 mL
(Umgr) Y la incertidumbre estandar relativa del balon de 25 mL (U25gR)

Usep = /(U paer)? + (U 252)? =+/(0.0005294)? + (0.001090)? = 0.001211

3.4.8 Incertidumbre Estandar debida al material de referencia certificado con
el cual se prepar6 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 As. Esta fuente de

incertidumbre se calcul6 en el numeral 3.4.11.3

U crym =U s /1000 =5.773/1000 = 0.005773

3.4.9. Incertidumbre estandar debida a la respuesta del equipo al leer la
absorbancia de los patrones.

El modelo del calculo se mostré en el numeral 3.4.12

2
A :M 1+i+w :0,1146
0,0331\6 36 0,40
i B Z(yi —(mar +b)f
Donde S, = (& —a)? = 0,40 y s=12 — =0.0077
j=1 -

3.4.9.1. 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 calibracién

entre el valor de concentracion de la medida, (6 pg/L)

U goer =Ucra /6 =0.1146/6 = 0.01750
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3.4.10. Incertidumbre combinada del método.

Esta se obtiene combinando la incertidumbre estandar relativa debida a:

. Toma de Alicuota , Diluciébn en balon de 100 mL, preparacion de las
muestras

. Solucion Patrén

. Dilucion de la Solucion Patron ( Primera Dilucién)

. Preparacion de Patrones ( Segunda Dilucién)

. Curva de Calibracion

UC,¢to00 = \/(U AA)2 +U ERMR)Z + (UlFD)2 + (UZFD)2 + (UCrAER)2 =
\/(0.002014)2 +(0.0005773)? +(0.01018)? +(0.01211)* +(0.01911)* =0.0201

3.4.11. Incertidumbre expandida.
Se obtiene multiplicando la incertidumbre combinada del método por k (el factor de

cobertura).

U = +Ucdelmétodo x K = +0.0201x 2 = +0.0402

exp met

3.4.12. Calculo de la incertidumbre expandida en la concentracién del analito

Se obtiene multiplicando la incertidumbre expandida por la concentracidon

determinada en la metodologia.

U=Cwmg/IxU,, . Endonde C es el valor de la concentracion

3.4.13. Expresion del resultado

Expresion del resultado: C £ U pg/L.
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3.5 Cartas de Control

Se realizaron las lecturas en un periodo de 10 dias, y con esas lecturas de
concentracibn se construyo

respectivamente.

3.5.1 Carta de control para Suelos

Se peso 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.

la carta de control

para Suelos y agua

7,5

6,5

5,5

Concentracion

4,5

Carta de Control Para Suelos

Vo

Concentracion pg/L

L

Promedio

o~

e | |C

Figura 10 . Carta de Control para Suelos
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3.5.2 Carta de control para Aguas

Se monitoreo diariamente la concentracién de un patrén de 6 pg/L As para aguas
durante intervalo de 10 dias, no se presenta ninguna tendencia especial en las
medidas esto muestra que la metodologia no presenta errores sistematicos y que
los errores aleatorios se encuentran bajo control ya que ningun valor sobrepaso

los limites de advertencia.

6,80 -
6,60 -
6,40 |

6,20 n A M
\

6,00 -

’ V

5,80 -

5,60 -

5,40 -
5,20 -
5,00 T T T T \
0 2 4 6 8 10
e CONCENtracion ug/L e Promedio LSA LSC LIA LIC

Figura 11 . Carta de Control para Aguas
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CONCLUSIONES

En la aplicacion del método de arsénico total en aguas se obtuvo un coeficiente de
variacion de 6.09 para el rango bajo y 3.11% 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 recuperacién obtenidos en el rango bajo
fueron 90% y en el rango alto 99.2%, valores que se encuentran dentro de los
limites establecidos como aceptables (80-120%). Finalmente se obtuvo un error
relativo del 8.16 en el rango bajo y 2.97 en el rango alto, valores que se
encuentran dentro de los limites establecidos como aceptables para el método,
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.

En la aplicacion del método de arsénico total en Suelos se obtuvo un coeficiente
de variacion de 7,23 para el rango bajo y 6.6 % 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 86,7 % y en el rango alto 91.9%, valores que se encuentran dentro de los
limites establecidos como aceptables (80-120%). Finalmente se obtuvo un error
relativo del 13.2 en el rango bajo y 7.6 en el rango alto, valores que se encuentran
dentro de los limites establecidos como aceptables para el método, 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
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Se mostré que los porcentajes de recuperacion para las metodologias validadas
son cercanos al 100 %, esto permite confiar en su exactitud, pero su rango
depende del tipo de matriz que se trabaje, luego como criterio de aceptacion
quedo establecido que para muestras acuosas estaria entre 90% - 105% y para
suelos entre 80% - 115%.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el método analitico para
determinacion de As total en aguas SM 3114/3030F y para As total en suelos EPA
3050B/7020 se declara adecuado para su propoésito. Por lo tanto, estas
metodologias pueden ser usadas en el Laboratorio Quimico de Consultas

Industriales.
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RECOMENDACIONES

La presencia de elementos de transicion (cobre, hierro, niquel). Estas
interferencias se pueden controlar con la adicion de agentes enmascarantes, tales
como L-cysteina.

Interferencia causada por la presencia de nitratos (NO3) y nitritos (NO,). Esta
interferencia se elimina efectivamente con la adicion de Urea, la concentracion final

en la solucion debe ser de 2%.

El peréxido residual del proceso de digestion también causa interferencia, debe
usarse la minima cantidad de peroxido proporcional al peso de muestra tomado,
también esta interferencia se minimiza con calentamiento cercano a sequedad en

la dltima etapa del proceso de digestion y posterior adicion de HCI.

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

desgasificacion sea efectiva.

La reduccién de las especies quimicas como As(V) y As(lV) a As (lll) debe ser
efectiva en el proceso de pre-lectura con yoduro de potasio en medio acido. Y
dejar que ocurra la reaccion, en un tiempo minimo de 1.5 horas El As(V) solo da el
20% de respuesta de As(lll).
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Valores de la distribucion t de student para un 95 % de confianza

ANEXO A

Gl 95% gl 95% gl 95% gl 95%
1T 12,71 11 220 21 2,08 50 2,01
2 430 12 218 22 207 « 196
3 318 13 2,16 23 207

4 278 14 214 24 2,06

5 257 15 213 25 2,06

6 245 16 212 26 206

7 236 17 2,11 27 205

8 231 18 210 28 205

9 226 19 2,09 29 205

10 223 20 2,09 30 2,04

gl : grados de libertad
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