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RESUMEN

TITULO: VALIDACION INTERNA DE LAS METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE
MERCURIO TOTAL Y DISUELTO EN AGUAS Y MERCURIO TOTAL EN SUELOS, POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA CON GENERACION DE HIDRUROS'.

AUTOR: LUIS ENRIQUE ARDILA GUEVARA”
PALABRAS CLAVES: Mercurio, Contaminacion, Toxicidad, Validacion, Incertidumbre.

DESCRIPCION

La continua aparicién de mercurio en la corteza terrestre debido a las emisiones volcanicas, origina
una amplia presencia en todas las capas del planeta. A esto se agrega la gran accion
antropogénica por la actividad industrial, la explotacién minera y el uso de pesticidas mercuriales.

Siendo el mercurio el elemento mas téxico después de los elementos radiactivos, su accién sobre
el organismo es muy severa. Afecta el sistema nervioso central, los principales drganos internos, el
sistema inmunoldégico, alteracién del ADN y malformaciones del feto.

La gran necesidad de valorar los niveles de mercurio en fuentes de agua y suelos expuestos a la
contaminacion por actividades industriales principalmente, hicieron necesaria la aplicacion de una
metodologia aprobada oficialmente para el tratamiento de las muestras. Se utilizaron los
procedimientos indicados en el Standard Methods 3112 B para aguas y la Environmental
Protection Agency (EPA) 7471 A para suelos, y la utilizacién de una técnica analitica instrumental
de alta sensibilidad para medir las concentraciones de mercurio en dichas matrices. La
Espectrofotometria de Absorcion Atémica con Generador de Hidruros fue la técnica utilizada.

Para dar confiabilidad al método, se hizo una validacion interna del mismo en el Laboratorio
Quimico de Consultas Industriales de la Universidad Industrial de Santander.

Para la validacion interna se aplicaron las principales figuras de mérito y se calcul6 la incertidumbre
de cada uno de los métodos validados.

En el presente trabajo se determiné mercurio total y disuelto en aguas y mercurio total en suelos.
Se presentan los datos, los resultados definitivos, las conclusiones y las recomendaciones
adecuadas.

i*Trabajo de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Yolanda Vargas Fiallo. Quimico M. Sc
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ABSTRACT

TITLE: VALIDATION OF METHODOLOGIES FOR DETERMINATION OF TOTAL AND
DISSOLVED MERCURY IN  WATER AND TOTAL MERCURY IN SOILS BY
SPECTROPHOTOMETRY OF ATOMIC ABSORPTION WITH HYDRIDE GENERATION .

AUTHOR: LUIS ENRIQUE ARDILA GUEVARA™
KEYWORDS: Mercury, Contamination, Toxicity, Validation, Uncertainty.

DESCRIPTION

The continuous release of mercury in the Earth’s crust due to volcanic emissions creates a strong
presence in all layers of the planet. Add to this the great anthropogenic action by industrial activity,
mining and use of mercurial pesticide.

As the mercury the most toxic element after radioactive elements, its action on the body is very
severe. It affects the central nervous system, the major internal organs, immune system, DNA
damage and birth defects.

The great need to assess mercury levels in water sources and soils exposed to contamination from
industrial activities mainly necessitated the application of a methodology officially approved for
treatment of the samples. We used the procedures outlined in Standard Methods 3112 B for water
and the Environmental Protection Agency (EPA) 7471 A for soils, and the use of an analytical
technique with highly sensitive instruments for measuring mercury concentrations in these matrices.
The atomic absorption spectrophotometry with hydride generator was the technique used.

To give reliability to the methodology, we did an internal validation of the same in the Chemical
Laboratory of Industrial Consulting of the Industrial University of Santander.

For the internal validation we applied the principal figures of merit and the uncertainty was
calculated for each validated method.

In the present work we determined total and dissolved mercury in water, and total mercury in soils.
Hereby, are presented the data, the final results, conclusions and recommendations.

" Work degree
Faculty. School of Chemistry. Director: Yolanda Vargas Fiallo. Chemical M. Sc
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INTRODUCCION

El mercurio sigue siendo un elemento muy importante desde el punto de vista de
la contaminacion ambiental. Su continua aparicion en la corteza terrestre por
emisiones volcénicas, origina una amplia presencia por difusion en todas las

capas del planeta.

La gran actividad industrial y comercial, desde la explotacion minera sin un
adecuado control, hasta la variada produccion industrial como la quema de
combustibles fosiles, produccion de cemento y baterias entre otras, hace que la
influencia antropogénica agrave la contaminacion especialmente de forma local y

en centros poblacionales.

El mercurio es un elemento que se presenta principalmente en tres formas
quimicas: en forma metalica o elemental volatil, en forma inorganica
especialmente divalente formando oOxido y sales, y en forma orgénica

especialmente como metilmercurio.

Siendo el mercurio un elemento altamente toxico, su forma organica liposoluble es
la més peligrosa para los seres vivos ya que se difunde por la cadena trofica hasta
los seres humanos. Su accion principal la ejerce sobre el sistema nervioso, el ADN
y los principales 6rganos del cuerpo.

Las normas internacionales establecen valores maximos permisibles muy bajos,
del orden de 0,001 mg/L para agua superficial, esto hace indispensable para su
determinacion, la aplicacion de métodos analiticos muy sensibles. Uno de dichos
métodos que es el utilizado en el presente trabajo, es la Espectrofotometria de

Absorcidon Atémica con Generador de Hidruros.

14



Para suelos Garcia-Navarro (2005) reportd6 maximos aceptables en suelos

agricolas de los paises de la union europea, para mercurio 1.5 mg/kg.

La concentracion media de mercurio para los suelos del mundo raramente excede
los 4 pg/kg asocidndose principalmente a suelos orgénicos (Kabata — Pendias)
(2000).

Para dar confiabilidad a los resultados analiticos, es necesario validar los métodos
de ensayo de acuerdo a los requisitos establecidos en la norma internacional
NTC-ISO/IEC 17025 que en el apartado “Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion”, en su segunda
edicién especifica que los laboratorios deben aplicar métodos y procedimientos

apropiados para todos los ensayos o las calibraciones dentro de su alcance.

Dadas las implicaciones del mercurio mencionados anteriormente, en este trabajo
se propuso como objetivo general “Validar los métodos requeridos para la
determinacién de Mercurio Total y Disuelto en Aguas y Mercurio Total en Suelos,
mediante Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Generacion de Hidruros, e
implementarlos en el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales de la
Universidad Industrial de Santander, con el fin de ampliar el alcance de la
acreditacion con la que cuenta actualmente, y ofrecer métodos de ensayo

confiables a la sociedad en general.

15



1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
1.1 PROPIEDADES DEL MERCURIO

El mercurio es un metal de transicion ubicado en el Grupo Il de la Tabla Periddica

de los Elementos, subgrupo dos, y comparte su posicion con el cadmio y el zinc.

Su numero atémico es 80 y su peso atomico 200.66 u.a.m. Es el Unico metal
liguido a temperatura ambiente y su dilatacion es uniforme a cualquier
temperatura. Tiene un punto de fusion de - 39°C y un punto de ebullicion de
356,95°C. Su densidad es 13,59 g/cm3. Se disuelve en &acido nitrico y &cido
sulfdrico concentrado pero es resistente a los alcalis. Se amalgama con hierro,
cobalto, niquel, molibdeno y tungsteno. Por esta propiedad es utilizado en la
extraccion del oro con el cual también se amalgama®. La solubilidad es muy

variable, en agua es de 50 partes por billon (ppb) y en petréleo varia de 4 a 23

ppb°.
1.2 GENESIS DEL MERCURIO

La principal fuente de mercurio es la desgasificacion natural de la corteza
terrestre, procedente de las erupciones volcanicas que arrojan entre 25.000 y
150.000 toneladas de mercurio por afio. En la corteza terrestre el mercurio se
encuentra mayormente como cinabrio, un sulfuro de mercurio (HgS) de color rojizo
gue puede estar asociado con otros sulfuros como la pirita (FeS2), y como 6xido
de mercurio (HgO) generado en procesos posteriores de oxidacion®. El contenido
de mercurio en la corteza terrestre varia de un lugar a otro pero su promedio es de

0.05 mg/kg de roca.
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1.3 CICLO DEL MERCURIO

En su ciclo, el mercurio pasa por desgasificacion de los continentes a la
atmosfera, y por escorrentia a los océanos. De los océanos por evaporacion
también pasa a la atmdsfera. EI mercurio de la atmdsfera por accion pluvial y de
los vientos, vuelve a los océanos y a los continentes. Se calcula que la cantidad
de mercurio que llega a la superficie terrestre por accion pluvial es de 30.000

toneladas/ afio, y su cantidad en los océanos es de 70 millones de toneladas’.

La mayoria del mercurio presente en el medio ambiente se encuentra inicialmente
en su forma elemental volatil (Hg®), pero posteriormente puede ser oxidado a su
forma inorganica (Hg?"). Por accién de los microorganismos puede ser convertido
a la forma organica como es el metilmercurio (H3C-Hg"), el cual es altamente
toxico. Este compuesto soluble en lipidos se acumula en peces y fauna marina,
siendo el origen de la contaminacion a través de la cadena tréfica hasta los seres

humanos®.

1.3.1 Formacién de mercurio organico. El mecanismo de transformacion del
mercurio a la forma organica se efectla a través de bacterias aerbbicas y
anaerObicas que utilizan diferentes enzimas como agentes catalizadores. A
continuacion se presentan las reacciones que se dan en presencia de bacterias

aerobicas:

Catalasa

Pseudomona sp
ng+ e eHgo

Deshidrogenasa
1 G — >Hg°
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La enzima deshidrogenasa reduce el Hg** a Hg’y oxida el NADH a NAD*

como se muestra en la Figura 1.

Figura 1.0xido-reduccion catalitica bacterial

DP ADP
RibcI)/A Rib(l)/
N. = N
| N Reduccion | |
—
Z ' e B O
Oxidacion
H NH, H H NH,
NAD '+ H +2e- —> NADH

Algunas bacterias emplean un segundo mecanismo de desintoxicacion que

convierte el:
RO >3HC-Hg+ y 3HC-Hg-CHs

Estas formas de desintoxicacion que utilizan los microorganismos para crear
mercurio elemental (Hg®), metilmercurio y dimetilmercurio, permiten remover el

mercurio del medio ambiente presente en la litosfera y remitirlo a la atmésfera.

Otra forma de desintoxicacion es la formacion de 3sHC-Hg" que puede ser
inmovilizado en suelos y sedimentos tanto de aguas oceénicas como continentales
por absorcion de particulas cargadas negativamente como en la bentonita del
barro.

En sedimentos se encuentra el mercurio metélico disperso debido a que se

contrae en gotas esféricas por su alta tension superficial (siete veces la del agua).
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1.3.2 Reacciones en la atmosfera. El dimetilmercurio es fotolizado por la luz UV
para dar Hg® y radicales metilo en 2 pasos: una reaccion lenta y otra rapida.

B O N o] P —— W--calor---->3HC- + 3HC-Hg®

sHC-Hg+ ------------ ---- Uv---calor------ 2> -CH; + Hg°

Los radicales -CH3; pueden formar CH,4 (metano) o s3HC-CH3 (etano)

Los efectos ambientales del mercurio son considerables: ademas de las
actividades propias del planeta, el mercurio también es una fuente de
contaminacion a través de la actividad antropogénica. Principalmente es liberado
al aire por la quema de productos fosiles, fundiciones, combustion de residuos
sélidos y por la mineria artesanal. También es liberado al suelo y al agua, por la
aplicacion de fertilizantes en la agricultura y por los vertimientos de aguas

residuales industriales.

Todo el mercurio que es liberado al ambiente, termina en los suelos y en las aguas
superficiales. Si las aguas superficiales son &cidas con un pH entre 5y 7, se les
incrementa la concentracion debido a la movilizacion y desplazamiento del

mercurio en los suelos®.

1.4 TOXICIDAD

El mercurio tiene graves implicaciones para la salud humana. Altos niveles
perjudican el cerebro, el sistema nervioso central, el corazon, los rifiones, los
pulmones y el sistema inmunoldgico. La enfermedad se llama hidrargismo,
produciendo ulceraciones en las encias, ennegrecimiento de los dientes, vomito,
diarrea, temblores, vision borrosa hasta la ceguera, sordera, incoordinaciéon

muscular y pérdida de la memoria con dificultad para aprender y cambios de
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personalidad. También presenta reacciones alérgicas, irritacion en la piel,
cansancio y dolor de cabeza. Tiene efectos negativos para la reproduccion,
defectos de nacimiento y abortos. Dafia el ADN y cromosomas induciendo el
mongolismo. En los animales el dafio es en los rifiones, estdmago, intestinos,
fallas en la reproduccién y alteracion del ADN''. Después de los elementos

radiactivos, el mercurio es considerado como el elemento mas téxico.

Por consiguiente, la presencia de mercurio en el ambiente puede tener

implicaciones graves por los efectos tdxicos que produce en los seres vivos.

Es importante conocer los niveles de mercurio en los componentes del
ecosistema, a fin de identificar oportunamente posibles focos de contaminacion y
de esta forma establecer medidas para la remediacién o inmovilizacién de este

elemento.
1.5 ACCIDENTES POR MERCURIO

La historia reporta accidentes que han contaminado el ambiente por dispersion
aérea principalmente como en el incendio de una mina de mercurio en lIdria
(Eslovenia) en 1803, que afecté a 900 personas. En 1953 una alteracion
neuroldgica poco frecuente llamada “enfermedad misteriosa” afecté a pescadores
y pobladores de la Bahia de Minamata en Japén, debido al consumo de pescado y
mariscos contaminados con mercurio, cuando la Chisso Corporation, empresa de
fertilizantes, productos petroquimicos y plasticos verti6 81 toneladas de
compuestos de mercurio desde 1932 hasta 1968. Muchos murieron y otros
nacieron con lesiones cerebrales y miembros deformes'®. Varios incidentes
sucedieron entre 1956 y 1960 en una zona rural de Irak, después de preparar pan
con semillas de trigo que habian sido fumigadas con un fungicida 6rgano-
mercurial. En 1971y 1972 se repitieron estos incidentes pero con cebada tratada.

Casos similares se presentaron en Paquistan en 1961 y en Guatemala en épocas
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de siembras de trigo en 1963, 1964 y 1965. En Buenos Aires (Argentina) en 1980
se presentd una intoxicacion masiva de bebes al usar pafales tratados con
acetato de fenilmercurio para prevenir la pafalitis. En junio del afio 2000 en
Choropampa (Pert) se presentd un devastador derrame de mercurio en la
compafiia minera Yanacocha, la mas grande del mundo, que afect6 a mas de mil
pobladores que aun sufren las secuelas después de una década. Se considera el
mayor desastre mundial con mercurio metélico™®. Este caso es un ejemplo de que
a pesar de la tecnologia empleada siempre hay graves riesgos latentes. En la
region amazonica, ha sido frecuente la contaminacion ambiental y humana
especialmente por la extraccién del oro en forma artesanal*®. Estos reportes dan
muestra de la gravedad de los accidentes de contaminacion masiva que son

generalmente de origen industrial.

1.6 METODOS DE ANALISIS DE MERCURIO

En la bibliografia se reportan algunos métodos espectrofotométricos para la
determinacion de mercurio a nivel micro, usando diferentes reactivos como la
ditizona que con el mercurio forma ditizonato de mercurio de color naranja y cuya
intensidad se cuantifica colorimétricamente a una longitud de onda de 490 nm®.
Este método fue escogido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) e
implantado en los paises latinoamericanos por la Oficina Panamericana de la
Salud (OPS) de la O.E.A, en el area de Salud Ocupacional a principios de la
década de los 60 del siglo XX. Su rango de lectura era del orden de ppm pero esta
limitacion se debia a la capacidad del equipo instrumental. Actualmente se puede

detectar en niveles mayores de 2 pg/L en aguas potables?®.

Posteriormente se reportd otro método colorimétrico en el cual el mercurio forma
un complejo puarpura violeta al reaccionar con o-carboxifenildiazoamino p-
azobenceno que absorbe a 540 nm. Este método se aplicé para el analisis de

muestras ambientales (aire, agua, suelo) y muestras de fungicidas?’.
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Otras técnicas instrumentales utilizadas han sido: potenciometria, fluorimetria y

cromatografia liquida®.

En la década 1980-1990, la Espectroscopia de Fluorescencia Atomica con vapor
frio (CV-AFS), fue la méas ampliamente utilizada en estudios del ciclo
biogeoquimico del mercurio®®. Sin embargo en matrices acuosas, es critico el
tratamiento acido y la extraccion alcalina por destilacion, ya que puede presentar

alteraciones cuantitativas en la especiacion.

Para el andlisis de Hg en sedimentos se ha utilizado el método de Cromatografia
Liquida de Alta Resoluciéon acoplado a la Espectroscopia de Fluorescencia
Atomica con vapor frio (HPLC/CV-AFS). Se reporta una eficiencia del 95%. Sin
embargo, la separacion de las 4 especies de mercurio es critica, lograndose unos
limites de deteccion de 4.3 ppb para metilmercurio, 1.4 ppb para etilmercurio, 0.8

ppb para mercurio inorganico (Hg“"), 0.8 ppb para fenilmercurio™.
b i0i Anico (Hg**), 0.8 ppb fenil io*

Cuando se quiere determinar mercurio en su forma elemental, el método mas
utilizado es la Espectrofotometria de Absorcion Atémica con vapor frio (CV-AAE).
Este método asociado al sistema de Generacion de Hidruros eleva su sensibilidad,
haciéndolo mas adecuado para el andlisis ambiental®. Zhang y Adeloja, 2008
(951-957)lo aplicaron para determinar mercurio en muestras de sedimentos en
lagos y rios y encontraron que la presencia de iones metalicos como Cu?*, Pb*,
Cd?*, zn*, Co®, Ni**, Mn** y Fe*" no interfiere con la medida de mercurio por este

método.

En el aflo 2005, Kaercher y colaboradores describieron la determinacion de
mercurio total por vapor frio y generacion de hidruros, usando diferentes
temperaturas2. El mercurio inorganico (Hg?") se mide con la celda a temperatura

ambiente y el mercurio total (Hg®) se mide cuando la celda esta a una temperatura
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igual o mayor de 650°C. El limite de cuantificacion obtenido por este método fue
de 55 ng/ g.

Usando muestras ambientales y biologicas, Rio Segade y Tyson, midieron el
mercurio inorganico y el mercurio total usando absorcién atémica con vapor frio y
borohidruro de sodio como Gnico agente reductor®. Los autores eliminan el uso de
agentes oxidantes al reducir directamente las especies con borohidruro a
diferentes concentraciones segun la especie. Mientras el mercurio inorganico fue
directamente reducido a mercurio elemental, el metilmercurio pudo generar un
producto intermedio como el hidruro de metilmercurio (MeHgH) que se reflejé en
una pequefa sefial de absorbancia. El limite de deteccion para mercurio total vario

entre 6.6 a 18 ng.g™.

En el presente trabajo se propone la utilizacion de la espectrofotometria de
absorcion atomica con generador de hidruros, utilizando el borohidruro de sodio
como agente reductor, pero previa oxidacién de todas las especies de mercurio

contenidas en la muestra para asegurar la recuperacién 6ptima del mercurio.

A nivel nacional para la determinacién de mercurio en aguas usando Standard
Methods 3112 B y en suelos EPA 7471 A, hay laboratorios acreditados por el
IDEAM, la ONAC y la Superintendencia de Industria y Comercio.

1.6.1 Técnica de absorciébn atdmica con generador de hidruros. La
Espectrofotometria de Absorcion Atbmica como técnica analitica instrumental esta
basada en la absorcion por parte de un elemento analito, de una fraccion de la
energia emitida por una fuente de luz que sale de una lampara cuyo catodo esta

formado por el mismo elemento.
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Hay algunos elementos que son dificiles de volatilizar en una llama o un horno.
Para estos elementos se utiliza la técnica de generacion de vapor, ya sea
formando el hidruro metélico del elemento (As, Bi, Sb, Sn, Se y Te) o directamente
vapores como en el caso del Hg®. La generacién de vapor aumenta la sensibilidad
de la técnica de absorcion atdmica, especialmente en estos elementos que tienen
importancia como contaminantes ambientales o en toxicologia. Para el analisis de
mercurio, todas las especies son oxidadas a Hg®" y después reducidas a mercurio
elemental en el generador de hidruros, por accion del ion borohidruro en medio
acido. El vapor de mercurio es llevado por el gas de arrastre, en este caso
nitrégeno, hasta una celda de cuarzo que esta en el paso Optico de la radiacion de
la lampara de céatodo hueco, donde absorbe energia proporcional a su

concentracion.

Las ventajas de este sistema se basan en que: a) separa el mercurio de su matriz
guimica con eficiencia, eliminando asi los efectos de interferencias de matriz en el
proceso de atomizacion, disminuyendo la absorcién de fondo y b) proporciona un

medio més eficiente de atomizacién que en la absorcién atémica convencional®®.

A continuacion se relacionan las reacciones que ocurren en cada una de etapas
gue se desarrollan para la determinacién de mercurio utilizando el ion borohidruro

en medio acido:

e En la digestion se utiliza permanganato de potasio para oxidar toda especie de

mercurio y también para eliminar en parte los compuestos organicos que

interfieren.
Reduccion (MNOy) + sH" + 5@ ~mmmmmmmmmmmmmeeeeeeeee SMn?* +4H20
OV T e 1 [0 - P S>sHg?
5/2HQ° - 5@ =mmmmmmmmmm oo >s2Hg?
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e En el proceso de oxidacidon, en aguas salinas, el permanganato de potasio
puede oxidar el ion cloruro a cloro libre que absorbe a 253 nm, interfiriendo asi
con la lectura del mercurio. Este cloro libre se debe eliminar antes de reducir el
mercurio. La solucion reductora de hidroxilamina elimina el cloro libre, el
exceso de permanganato y también disuelve el diéxido de manganeso (MnOz2)

residual que se ha formado.

2(MnOy)” + eNH20H -------=---=-nmn-- >2Mn0O2 + 3N20 + 4H" + 7H20.

e Durante el procedimiento también se agrega persulfato de potasio para una
completa y segura oxidacion de la materia orgénica.

S,0g %+ 9@ -mmmmmmmnmv -2S042con un potencial de oxidacion E° = 2.05 v.

La solucion de borohidruro de sodio se usa exclusivamente como agente reductor.

En contacto con los &acidos el idn borohidruro libera hidrogeno.
Los mecanismos de reaccion son complicados y se presentan con formacion de
radicales intermedios. Una forma simplificada de estos procesos de reduccion es
la reaccion:

(O R P)=] » Pu— S>HgPgas) + Hz (gas) + B2He?.
1.7 VALIDACION
Validacién es la confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos para una utilizacion de un método, esta sustentada

en normas establecidas, previamente verificadas y comprobadas a través de

procedimientos validos que permiten ser utilizadas para cualquier estudio
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particular'®o aplicacién especifica prevista” (EPA NMX — CH — 152 — INTI —
2005)".

La validacion de un método analitico debe estar soportada por suficientes datos de
laboratorio y una metodologia bien documentada que cumpla con los requisitos
establecidos en la norma internacional NTC-ISO/IEC 17025 que en “Requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion”, en
su segunda edicion especifica que los laboratorios deben aplicar métodos y
procedimientos apropiados para todos los ensayos o las calibraciones dentro de

su alcance.

1.7.1 Validaciéon interna. Para la validacion interna de un método se utilizan las

siguientes figuras de mérito:

1.7.1.1 Limite de Deteccion (L.D): es la cantidad o concentracibn minima de
analito en una muestra, que puede ser detectada con un nivel de confianza, pero
no necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es un parametro definido a
priori porque se fija antes de que se realice la medida. Con los datos de los
blancos enriquecidos se determina el L.D, calculando la desviacion estandar (s) y

aplicando la formula:

L.D =x[J +3s donde x[] es el valor promedio de las medidas.
1.7.1.2 Limite de Cuantificacion (L.C): es la concentracion minima que puede
determinarse con un nivel aceptable de exactitud y precisién. Con los datos de los
blancos enriquecidos se determina el L.C, calculando la desviacion estandar (s) y

aplicando la formula:

LC=x0+10s
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1.7.1.3 Linealidad: Es la capacidad del método analitico para obtener resultados
directamente proporcionales a la concentracién o cantidad del analito en un rango
definido. Se determina mediante el tratamiento matematico de los resultados

obtenidos a diferentes concentraciones.

1.7.1.4 Sensibilidad: Minima cantidad de analito que puede producir un resultado
significativo. Es la pendiente de la curva respuesta-concentracion y entre mas

inclinada mayor sensibilidad.

1.7.1.5 Precision: Grado de repetibilidad entre resultados de mediciones
obtenidas independientemente bajo condiciones establecidas. Se determina
mediante el calculo del coeficiente de variacion obtenido entre muestras naturales.
Se expresa en forma porcentual como desviacion estandar relativa (RSD) o
coeficiente de varianza, ya sea como repetibilidad (la mas pequefa precision

esperada) o reproducibilidad (la mas grande precision esperada).

% RSD = (s /x1)* 100

1.7.1.6 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 estdndares y se reporta como porcentaje de recuperacion (%R).

%R = (cantidad experimental/cantidad real)*100.

1.7.1.7 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
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tiempo una muestra o un patron de referencia; con el acumulado de las
mediciones se calcula la desviacion estandar de las medidas y se fijan 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.

1.8 INCERTIDUMBRE

La incertidumbre es una estimacién cuantitativa del error que estd presente en
todos los datos, y es la variacion de esos resultados dentro de un rango debido a
errores posibles presentes en cada paso del andlisis. Se determina mediante el
tratamiento matematico de los resultados obtenidos en cada una de las fuentes de

incertidumbre que hayan sido identificadas'® % 202122 23,

1.8.1 Incertidumbre en las medidas analiticas “U”. En la busqueda de
resultados confiables, los analistas observan, que una muestra analizada un
namero 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 varian dentro de un rango. Esto es debido a los errores
gue se pudieron cometer durante el analisis. Cada paso a seguir durante el
analisis tiene asociado un error inherente, al cometer dichos errores, las medidas
realizadas no seran verdaderas, variardn 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 analisis®.

Es fundamental diferenciar los términos “error” e “incertidumbre”. Error es la
diferencia entre el valor medido y el valor convencionalmente verdadero, del objeto

que se esta midiendo. Incertidumbre es la cuantificacion de la duda que se tiene
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sobre el resultado de la mediciébn. Cuando sea posible, se trata de corregir los
errores conocidos por ejemplo, aplicando las correcciones indicadas en los
certificados de calibracion. Pero cualquier error que, no se conozca su valor, es

una fuente de la incertidumbre.

1.8.1.1 Fuentes de incertidumbre: 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, por ejemplo, la pesada de una muestra esta
influenciada por factores internos y externos que afectan el valor reportado por la

balanza®.

A continuacion, se describe en forma detallada cada fuente de error al pesar.

e 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 correccién para la flotacibn se obtiene por medio de la

siguiente ecuacion:

W1 =W, +W2(daire/dobjeto' daire/dpesa)

En donde W1 es la masa corregida del objeto, W2 es la masa de los pesos
estandar, dopjeto €S la densidad del objeto, dpesa €S la densidad de los pesos y dajre

es la densidad del aire desplazado por ellos y tiene un valor de 0.0012 g/cm? €9

e Efectos de latemperatura
Los intentos para pesar un objeto, cuya temperatura es diferente a la del
ambiente, daran como resultado un error significativo. La causa mas comun de

este problema es el tiempo necesario para que el objeto que se ha calentado
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regrese a la temperatura ambiente. Los errores debidos a la diferencia de
temperatura tienen dos fuentes. Primero, las corrientes de conveccién dentro de la
balanza ejercen un efecto de flotacion sobre el platillo y el objeto. Segundo, el aire
caliente atrapado en el recipiente cerrado pesa menos que el mismo volumen a

menor temperatura®.

e Divisién de escala de la balanza

Dependiendo del modelo de balanza usada, varia la divisién de la escala es decir,
con cuéntos decimales se obtiene el valor de pesada en una balanza determinada,
el ultimo decimal en la escala es un decimal incierto, ésta sera una fuente de
incertidumbre en la medida, como también lo es el reporte de calibracion llamado
error maximo y la precision de la balanza. Estas fuentes de incertidumbre deben
ser calculadas y evaluadas de acuerdo con la ley de propagacién de errores para

encontrar la incertidumbre durante la pesada de una sustancia.

e 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 calibré el material y la tolerancia de la

medida®.
e Tolerancia del material volumétrico

Son los limites de aceptacion que se han elegido para un producto, esto depende

de la capacidad de llenado.
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e Efecto de latemperatura sobre la medicion 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
se fabrican con vidrio, que tiene un pequefio coeficiente de expansién. En
consecuencia, para el trabajo analitico no se debe tener presente como una fuente

de incertidumbre en la medida.

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

factor de correccion se describe en la siguiente ecuacion:

Fr=1 (V*AT*Z)

donde Ft es el factor de temperatura, V es el volumen medido, AT la diferencia
entre la temperatura de calibracibn y la experimental y Z el factor de

compresibilidad del agua®.

e Incertidumbre generada durante una dilucién

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

dilucion estéa dado por la siguiente ecuacion:

Fdn = V2/V1
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En donde, Fd, es el factor de dilucion n, V.es el volumen de aforo y V;el volumen
de la alicuota. En el proceso de una dilucion se identifican dos fuentes de
incertidumbre, el V,de aforo y el Vide la alicuota de la muestra. La estimacién de
incertidumbre estandar relativa del factor de dilucion (UFd,), se realiza
combinando las incertidumbres de ambas mediciones: volumen de la alicuota de
muestra y volumen de aforo, de forma relativa y cuadratica, de acuerdo con la

ecuacion’;
UFdn/Fdn= (UV1/V1)? + (UVo/V,)?

Muchas metodologias necesitan la elaboracion de una curva de calibracion para la
cuantificacion del analito de interés, ésta 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 (s¢) y la propiedad medida (¥ ). Dicha relacion en la

mayoria de las ocasiones es lineal y se describe mediante la siguiente ecuacion:
¥ =ma +b

La construccion de esta curva de calibracion y la interpolacién de los patrones y
muestra genera un valor de incertidumbre el cual debe ser combinado con la
incertidumbre de la preparacion de los patrones para evaluar la incertidumbre en

la curva de calibracion®®.

1.8.1.2 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 Ilaboratorio.

(Incertidumbre Tipo A)
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b) usando informacion disponible: certificados de calibracion, tolerancias del

material volumétrico, manuales de instrumentos, etc. (Incertidumbre 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 informacién previa, la
incertidumbre estandar se suele obtener dividiendo por 3 el intervalo
proporcionado por el fabricante (con lo que se supone que el intervalo de

confianza sigue una distribucién rectangular)®.

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

verdadero®.
1.8.1.4 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 continuacion:

Resultado = X + U (unidades).

33



1.9 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 o0 sistematicos.

e FErrores aleatorios
Los errores aleatorios o indeterminados se manifiestan cuando se efectlla una
medicion, y se deben a numerosas variables no controladas que son parte

inevitable de toda medicidn fisica o quimica.

e 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 medicion,
tienen un signo y afectan por igual a todos los datos de un conjunto. Existen tres
tipos de errores sistematicos: 1) los que se deben al instrumento de medida, ya
sea porque tiene pequefios defectos o por inestabilidad de sus componentes; 2)
los errores del método que surgen del comportamiento quimico o fisico no ideal de
los sistemas analiticos; 3) los errores personales que se deben al mal manejo del

analista por falta de precaucion o experiencia.

e Propagacion de errores en los calculos aritméticos

Con frecuencia es necesario estimar la desviacion estandar de un resultado
calculado a partir de dos 0 mas datos experimentales, donde cada uno tiene una
desviacion estandar conocida. Como se muestra en la Tabla 1, la forma de hacer
estos estimados depende del tipo de operaciones aritméticas empleadas.
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Tabla 1.Tipo de operaciones matematicas en desviacion estandar

Tipo de calculo Ejemplo Desviacion estandar de y
— 2 2 2
Sumas y restas y=a+b-c S, =4S, +S, +5;
axb S ? ? 2
Multiplicaciones o divisiones y= g = i + S_b + i
C y a b C
. X Sy Sa
Exponenciales y=a — =X—
Yy a
. Sa
Logaritmos y=Ilog,,a S, =0.434=2
a
Antilogaritmos y = antilog,, a —=2.303S,
y

e El contraste t para datos emparejados
Para comparar dos métodos de analisis por medio del estudio de muestras que
contienen, de manera sustancial, diferentes cantidades de analito, se observa la

diferencia d, entre cada par de resultados obtenidos por los dos métodos.

Si no existen diferencias entre los dos métodos, estas diferencias se obtienen de
una poblacién con media pd = 0. Para probar la hipétesis nula, se prueba si d
difiere significativamente de cero utilizando el estadistico t ©.

e Analisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza se puede utilizar para separar la variacién debida al error
aleatorio de cualquier otra variacidon. También se puede emplear en situaciones
donde hay mas 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 variacion 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 mostrard si los

resultados son significativamente diferentes al variar un factor.
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2. METODOLOGIA

2.1 VALIDACION DE METODOS

2.1.1 Pre- validacion. La pre-validacion como etapa preliminar es un pre-requisito
gue permite obtener informacidn relevante para orientar el procedimiento para la

validacion.

Primero se elabor6 una lista de reactivos y materiales de referencia, se hizo una
revision de la ficha técnica de los productos y los certificados de los patrones de
referencia. Se verificaron los equipos, su estado y mantenimiento; igualmente el
material volumétrico y el material de vidrio. Posteriormente, se determinaron
cuales son las soluciones testigo, estandares o patrones y las muestras naturales

y adicionadas.

— Verificacion de reactivos y patrones

Los reactivos, patrones y material de referencia certificado (CRM) necesarios para
la validacion, se identificaron con el fin de conocer la fecha de vencimiento,
precauciones de manejo, pureza, cantidad y conservacion del reactivo puro o en

solucion. La Tabla 2 muestra este registro.

- Verificacién de equipos
A los equipos utilizados se les hizo previamente un mantenimiento preventivo y la
calibracion correspondiente para garantizar las condiciones Optimas de

funcionamiento.

La balanza fue sometida a procedimientos de calibracion desarrollados por la
empresa MC & Co (Bogota, Colombia), laboratorio acreditado y autorizado para

realizar calibracién de balanzas, la cual expidi6 el certificado de calibracion.
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Tabla 2. Reactivos, patrones y CRM utilizados en la validacion del método para cuantificar

mercurio en aguas y suelos.

Reactivos/patrones/CRM Especificaciones Procedencia

Acido sulfarico Sigma-Aldrich. Lot. 90120 Alemania

Acido nitrico Merck. Lot. K40442456 Alemania

Acido Clorhidrico Merck. Lot. K43212717 Alemania
Permanganato de potasio J.T. Baker Lot. 7404-1 EE. UU.
Persulfato de potasio Merck Lot. K40707991 Alemania
Clorhidrato de hidroxilamina | Carlo Erba. Lot. 455474 Italia
Borohidruro de sodio Merck. Lot. S6177973 Alemania
Hidroxido de sodio Merck. Lot. BO693098 Alemania

CRM Patron de mercurio Certi PUR Merck 126985 Alemania

Las medidas de absorbancia se realizaron en un Espectrofotometro de Absorcion
Atdmica Agilent 240 FS, y las reacciones para producir mercurio como vapor frio,
se llevaron a cabo en el Generador de Hidruros Agilent VGA 77. Estos equipos

fueron revisados y calibrados por la empresa Agilent (México).

- Verificacion del material volumétrico

Se verificd el material volumétrico necesario para el desarrollo de la metodologia.
Se identifico el material aforado como balones, de volumen in. De volumen ex
solo se utilizaron pipetas no aforadas ya que la medicion de volimenes para la
preparacion de las curvas de calibracidon, patrones y patrones adicionados, se

realizaron con micropipetas de medidas en microlitros (uL).

2.1.2 Determinacion de figuras de meérito. En la parte experimental se

establecieron las siguientes figuras de mérito:

= Limite de deteccion del método

= Limite de cuantificacion
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» Rango dinamico de trabajo
» Linealidad

= Sensibilidad

= Recuperacion

» Precision

= Exactitud

2.1.3 Determinacion de la Incertidumbre. La incertidumbre se calcula segun lo
establecido en la norma guia Eurachem 2012. Esta norma establece la necesidad
de estimar la incertidumbre de ensayo y también las incertidumbres asociadas a

las calibraciones internas, y se representa por el diagrama de causa y efecto.

Se calculan todas las fuentes individuales de incertidumbre y se combinan de
acuerdo a la ley de propagaciéon de errores, para obtener la incertidumbre
estandar combinada Uc. Este valor se multiplica por un factor de cobertura k que
normalmente es igual a 2 que indica la incertidumbre expandida U, que acompafa
los resultados analiticos. De esta forma se obtiene un intervalo donde existe un

95% de probabilidad de que se encuentre el valor verdadero.

2.2 DETERMINACION DE MERCURIO TOTAL EN AGUAS

2.2.1 Toma y preservacion de muestras. Se tomaron muestras representativas
de 200 ml de agua en recipientes de vidrio, las cuales se acidificaron hasta pH < 2
con acido sulfarico (H,SO,4) concentrado, para preservarlas y refrigerarlas para un
almacenamiento maximo de 28 dias. Las muestras que tenian sdlidos
sedimentables se homogenizaron para que las fracciones tomadas para el analisis

fueran representativas.
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2.2.2 Método de referencia. El procedimiento para la determinacion de mercurio
total en muestras de agua se realizdé siguiendo el método establecido en el
Standard Methods 3112 B, 21°Edition 2005.

2.2.3 Digestion de la muestra. La muestra de agua con el analito, debidamente
diluida segun el caso, se tratd con H2SO4 conc.y HNOs conc., luego se agité y se
agrego solucion de KMnOas hasta coloracion permanente. Después se afiadio
K2S20s y se calento en bafio maria por 2 horas. Se dejo enfriar y luego se adicion6
NH20H.HCI para eliminar el exceso de KMnOa4 y para finalizar se complet6 al
volumen adecuado de acuerdo con la dilucion previamente establecida. (NOTA: Si
se observa algun precipitado se debe filtrar la solucidén para evitar interferencias

por solidos en suspension).

2.2.4 Curva de calibracién. La curva de calibracion se preparé a partir de la
solucion Stock certificada de 1000 mg/L de Hg, estandarizada por Merck
Germany, Chart/Lot HC 126985 de 2011. De esta solucion se prepard una
solucién estandar de 1 mg/L de Hg en medio acido al 10%. A partir de esta
soluciébn se prepararon los puntos de la curva, agregando con micropipeta
alicuotas de 75, 150, 250, 375 y 500 pL a los respectivos balones de 25 ml que
contenian acido de modo que al aforar con agua destilada, la solucién final
guedara al 10% de acido. Asi se obtuvieron los patrones de 3, 6, 10, 15, y 20 ug/L.
Se prepar6 un blanco con agua destilada al 10% en &cido. La curva de calibracién

fue leida cada vez que se analizaron muestras.

2.2.5 Intervalo de aplicacién. El intervalo de aplicacion del procedimiento para el

cual se realizo la validacion fue desde el blanco hasta 20 pg/L Hg.

2.2.6 Linealidad. Se realizo 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
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de correlacion era realmente significativo, considerando el nimero de pares de
valores usados en su célculo. El método mas simple fue calcular el valor t usando

la ecuacion:

Irn—2

tca
! N1-r?

Donde r es el coeficiente de correlacion y n el nimero de pares usados para
calcular r. El valor calculado de t se compara con el tabulado al nivel de
significacién deseado, usando una prueba t de dos colas y (n-2) grados de libertad
ver Anexo A. 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 correlacion significativa. Como ejemplo se observa

la Figura 2.
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Figura 2. Parte del reporte del resultado de una curva de calibracién.
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2.2.7 Descripcion de las muestras utilizadas en la validacion

.10

- Blancos: Se prepararon blancos con agua destilada fresca al 10% en acido.

Esta solucion se mantuvo refrigerada a una temperatura de 4+2°C durante todo

el periodo de la validacion, de ella se tomaron diariamente las alicuotas para el

analisis respectivo.
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Muestras naturales: Las muestras naturales utilizadas durante la validacion
se codificaron como Muestra M1A y M2A (rango bajo y alto de mercurio): El
volumen de muestra de agua recolectado fue de 1 litro, la muestra fue
preservada con acido hasta pH < 2. Las muestras de agua recolectadas se
mantuvieron refrigeradas a una temperatura promedio de 4+2°C durante todo
el periodo de la validacion; de ellas se tomaron diariamente las alicuotas

requeridas para el analisis.

Patrones preparados en el laboratorio: Los patrones utilizados durante la
validacion fueron preparados en el laboratorio a partir de la soluciéon estandar
de 1 mg/L: Patrén P1A: Patrén de rango bajo (4 pg/L Hg, para aguas) y
Patron P2A: Patron de rango alto (12 pg/L Hg, para aguas).

Muestras adicionadas: En el laboratorio se prepararon las siguientes
muestras adicionadas: Muestra adicionada M1A + A1:249 mL de la muestra
M1 mas 1 mL de la solucién estandar de 1 mg/L Hg, y Muestra adicionada
M2A + A2: 249 mL de la muestra M2 mas 1 mL solucién estdndar de 1 mg/L
Hg.

2.2.8 Descripcion del proceso de validacion. Para la validacion del método

analitico todos los patrones se prepararon el primer dia, se almacenaron en

botellas vidrio color ambar previamente enjuagadas con las respectivas

soluciones y se mantuvieron refrigeradas.

Para complementar el proceso de validacion, se realizaron las siguientes

actividades preliminares:

a) Determinacion de los rangos de validaciéon: Para establecer estos rangos se

realiz6 una revisibn de los resultados histéricos obtenidos para muestras

analizadas en el laboratorio. En esta revisidon se consideraron las diluciones mas
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frecuentes y las muestras que se analizaron directamente. Ademéas se
consideraron las recomendaciones propuestas en trabajos de validacién
realizados por otras entidades (nacionales e internacionales) y en el rango de

concentraciones recomendada por el método de referencia.

b) Se verifico el porcentaje de recuperacion:
Es necesario demostrar que el promedio de recuperacion R, no difiere
significativamente (con un nivel de probabilidad de 0.05) del 95-105 % de la

recuperacion esperada d.
La recuperacién promedio R es aceptable si 0.95 <R/d< 1.05

La recuperacion también es aceptable si:
R=0.95d-s X tma/(m) Y2  (para R/d < 0.95)
R=1.05d+s X tna/(m) ¥* (para R/d > 1.05)

Donde:
tm-1 €S la t estadistica de doble cola (bilateral) a un nivel de probabilidad de 0.10 y

m — 1 grados de libertad. Aqui m (nimero de lotes) =12y t,.1 =2.20

El calculo de la recuperacion del adicionado en las muestras 1 y 2 se realiza

usando el esquema estadistico propuesto de doble cola (bilateral), como se indica:

d=v(SM-U) .\,

Dénde:

GMC = U = Promedio aritmético de los resultados de la muestra sin adicionar
SM = Concentracion de la solucion madre del patron a adicionar
v = Volumen de SM para el adicionado
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V = Volumen de muestra para el adicionado

2.2.9 Determinacion de la Exactitud. Se utilizé un patrén de 4 pg/L.

2.3 DETERMINACION DE MERCURIO DISUELTO EN AGUAS

Los andlisis se hicieron en las mismas muestras de agua recolectadas para la
determinacién de mercurio total, pero sometidas a un proceso de filtracién, por
tanto, las verificaciones, protocolo, intervalo de aplicacion, método de referencia y

demas factores son los que se enunciaron anteriormente.

2.3.1 Digestion de la muestra. Para el analisis de mercurio disuelto fue
necesaria una filtracion previa de la muestra colectada y sin acidificar. Se tomé un
fitro de membrana con porosidad de 0.45 uym y se colocd en el equipo de
filtracion al vacio previamente lavado como se indicé anteriormente. El filtro se
lavé con agua desmineralizada antes de su uso. Se filtré6 un volumen de 500 ml
de la muestra sin acidificar. Al filtrado se agregd HNOsconc.hasta pH 2. Se sigui6

con el mismo tratamiento descrito para determinar mercurio total en aguas.

2.3.2 Validacion. Aunque la validacion de mercurio en agua filtrada se da
practicamente igual, aqui solo se introduce un factor (filtracién) en el tratamiento
de la muestra previamente a la digestion, sin embargo, se le hizo un manejo de

datos separado para corroborar el procedimiento.
2.4 DETERMINACION DE MERCURIO TOTAL EN SUELOS
2.4.1 Toma y preservacion de muestras. Se tomaron muestras de 1 Kilo, se

homogenizaron para tener una buena representatividad y se empacaron al vacio

para preservarlas.
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2.4.2 Método de referencia. El procedimiento para la determinacion de mercurio
total en muestras de suelo se realizdé siguiendo el método establecido en el
Environmental Protection Agency [SW 846, On-line]. Method 7471A: Atomic
absorption spectroscopy. United States, 2007.[Revision 2]. Available from internet:
URL: http://www.epa.gov/osw/hazard/testmethods/sw846/pdfs/7471b.pdf

2.4.3 Digestion de la muestra. La muestra de suelo se traté con agua regia, se
agité y se agrego solucion de KMnOa4 hasta que permanecio el color purpura
durante 15 minutos, luego se adicion6 persulfato de potasio y se calenté en bafio
maria. Se dejo enfriar y se agregé NH20H.HCI para eliminar el exceso de KMnOa.
Se esperaron 30 segundos hasta que el exceso de permanganato desaparecio y
luego se filtr6. Se completé a volumen y pasamos la muestra al generador de
hidruros donde reaccioné con el NaBH4 y HCI para liberar el Hg® que fue
arrastrado por el gas nitrégeno a la celda donde fue leido por el espectrofotometro

de absorcion atébmica, a 253.7 nm de longitud de onda.

2.4.4 Curva de calibracién. La curva de calibracién se prepardé a partir del
Certipur de 1000 mg/L de Hg, estandarizada por Merck Germany, Chart/Lot HC
126985 de 2011, siguiendo el mismo procedimiento utilizado en la determinacion

de mercurio en aguas.

2.4.5 Intervalo de aplicacion. El intervalo de aplicacion del procedimiento para el
cual se realiz6 la validacion fue desde el blanco hasta 5000 pg/Kg Hg para suelos.

2.4.6 Linealidad. En este caso se utiliz6 el mismo procedimiento descrito en el

apartado 2.2.6.
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2.4.7 Descripcion de las muestras utilizadas en la validacion

- Blancos: Se prepararon blancos siguiendo el mismo procedimiento de las

muestras de aguas para observar el efecto matriz.

- Muestras naturales: Las muestras naturales utilizadas durante la validacion
fueron las siguientes:
e Muestra M1S: Muestra de suelo con cantidad de mercurio analizada
durante un periodo de dos meses para tener determinada su concentracion
y que estuviese en un rango bajo.
e Muestra M2S: Muestra de suelo con cantidad de mercurio analizada
durante un periodo de dos meses para tener determinada su concentracion

y que estuviera en un rango alto.

- Patrones preparados en el laboratorio:
e Patron P1S: Estandar de rango bajo 180 ug/Kg Hg, para suelos.
e Patrén P2S: Estandar de rango alto 4000 pg/Kg Hg, para suelos.

- Muestras adicionadas: En el laboratorio se prepararon las siguientes
muestras adicionadas:
e Muestra adicionada M1S + A1:A M1S se le adicionaron 500ug/Kg.
e Muestra adicionada M2S + A2: A M2S se le adicionaron 500ug/Kg.

2.4.8 Descripcion del proceso de Validacién. Se realiz6 de tal como esta

descrito en el numeral 2.2.8.

2.4.9 Determinacion de la Exactitud. Se utiliz6 como Muestra de Referencia un
suelo proveniente de las pruebas interlaboratorios del Ideam cuyo valor oscila
alrededor de 4,75 mg Hg/Kg, con limites inferior y superior iguales a 3,56 y 5,76

mg/kg. Este material se sometio al tratamiento realizado en el laboratorio.
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3. RESULTADOS

3.1 DETERMINACION DE MERCURIO TOTAL EN AGUAS

En la Tabla 3 se muestran los datos correspondientes a los blancos enriquecidos y
en la Tabla 4, los datos experimentales obtenidos en la determinacion de los
limites de deteccion y cuantificacion del método, como también el coeficiente de

variacion

Tabla 3. Lectura de blancos enriquecidos, promedio y desviacion estandar

CONCENTRACION
N° BLANCO

ug/L

1 0,27

2 0,24

3 0,20

4 0,25

5 0,30

6 0,21

7 0,27

9 0,20

10 0,25

11 0,30

12 0,21
Promedio 0,245
s 0,036
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Tabla 4. Valores obtenidos parala determinacion del Limite de Deteccion (LDM), Limite de

Cuantificacion (LCM) y Coeficiente de Variacion (CV).

Lote N° Unidades Resultadol Resultado 2
1 ng/L 0,27 0,24
2 pe/L 0,20 0,25
3 ug/L 0,30 0,21
4 ng/L 0,27 0,24
5 pe/L 0,20 0,25
6 ug/L 0,30 0,21
Parametros Datos

Concentracion promedio(ug/L) | 0,245

S 0,036
LDM 0,35
LCM 0,58
Ccv 14

3.1.1 Recuperacion en aguas.

Rango bajo:

Cexp M1 +A; = 6,9 pg/L
Cexo M1 = 3,1 pg/L
Al= 3,8 ug/L

d;=3,98 ug/L

Rango alto:
Cexp. M2 +A; = 16,7 pg/L
Cexp.M, =12,8 pg/L

A2=3,9 ug/L
d,=3,94 pg/L
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De acuerdo a las anteriores ecuaciones el porcentaje de exactitud para los

adicionados fue de: R/d1 = 0,95 y R/d2= 0,98 que equivalen a una recuperacion
del 95,48% y 98,95% respectivamente.

Con respecto a la exactitud se obtuvieron valores de 4.25% para bajas

concentraciones de mercurio y de 2.5% para altas concentraciones.

Para el Coeficiente de Variacion, la Gréafica de Horwitz*°muestra la variacion de los

valores medios con respecto a la concentracién (ver Anexo B). En la Tabla 5, se

presentan los resultados de blancos, patrones y muestras para calcular finalmente

los coeficientes de variacion que se relacionan en la Tabla 6.

Tabla 5. Resultados de blanco, patrones, muestras y adicionadas.

N° Muestra L1 L2 L3 L4 L5
1 |BK1 027 | 024 | 02 | 025 | 03 | 021 | 027 | 024 | 02 | 025 | 03 | 0,21
2 | Patrén P1 397 | 431 | 38 [ 352 | 392 [ 401 | 3,75 | 406 | 3,96 [ 2,97 | 383 | 385
3 | Patrén P2 11,63 133 [ 11,05 [ 135 [ 115 [ 112 [ 11,31 ] 11,2 | 114 | 11,8 | 116 | 112
4 [Muestram1 | 3,68 | 24 [ 317 3 3,44 32 | 226 | 32 | 352 | 25 | 348 | 34
5 [Muestram2 | 13,3 | 12,77 | 12,15 [ 12,16 | 15,04 | 15,85 | 13,52 | 11,27 | 11,5 | 11,63 | 12,39 | 12,32
6 |M1+A1 7,38 | 841 | 666 | 6,70 | 63 [ 657 [ 6,05 7 7,01 6 7,39 | 6,65
7 |M2+A2 20,2 | 15,1 | 16,13 | 15,51 | 15,04 | 15,85 | 13,43 | 15,14 | 20,66 | 18,08 | 19,97 | 15,31
Tabla 6. Expresidn de los coeficientes de variacion
Muestra N° Datos Promedio 2::;;32163 CV (%)
BK 1 12 0,245 0,04 16.3
Patron P 1 12 3,83 0,33 8,6
Patrén P 2 12 11,7 0,82 7
Muestra M1 12 3,1 0,5 16,1
Muestra M2 12 12,8 1,4 10,9
Muestra M1+A1 12 6,9 0,66 9,6
Muestra M2+A2 12 16,7 2,4 14,4
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Finalmente, en la Tabla 7 se presenta un resumen de los pardmetros

determinados para el método de mercurio en aguas y los valores obtenidos.

Tabla 7. Pardmetros determinados para el método mercurio en aguas.

Parametros Valor
Limite de deteccién 0,35 ug/L Hg
Limite de cuantificacién 0,58 ug/L Hg
Coeficiente de variacion 16,3 %

Limite Superior de Control o Accién LSC 4,82 ug/L Hg
Limites para carta de control — ,

Limite Superior de Alarma LSA 4,49 pg/L Hg
Estandar = 4 ug/L Hg

Limite Inferior de Alarma LIA 3,17 pg/L Hg
Cv= 8,6 %

Limite Inferior de Control o Accion LIC 2,84 pg/L Hg
Recuperacion Recuperacion 95-98%
Precision Desviacion estandar/ 0,035
Exactitud Error relativo (%) 4,25-2.5%

Con base en lo anterior se establece que el método del Standard Methods 3112 B,
21°'Edition 2005 es aplicable en el laboratorio de Consultas Industriales segun los
resultados de validacion mostrados; el porcentaje de recuperacion (%R) se
encuentra dentro de los limites establecidos como criterio de aceptacién (90 % a
110 %), esto indica que el método tiene un alto grado de exactitud y las

interferencias se minimizan.

3.2 DETERMINACION DE MERCURIO DISUELTO EN AGUAS

Los analisis se hicieron en las mismas muestras de agua recolectadas para la
determinacion de mercurio total pero sometidas a un proceso de filtracion, por
tanto las verificaciones, protocolo, intervalo de aplicacion, método de referencia y
demas factores son los mismos; sin embargo, se le hizo un manejo de datos para

corroborar el procedimiento.
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En la Tabla 8 se reproducen los resultados de blancos, patrones y muestras para

calcular finalmente los coeficientes de variacion que se muestran en la Tabla 9.

Tabla 8: Resultados de blanco, patrones, muestras y adicionadas.

N° Muestra L1 L2 L3 L4 L5 L6
1 ek 027 | 024 | 02 | 025 | 03 | 021 | 027 | 024 | 02 | 025 | 03 | 0,21
2 | Patron P1 397 | 431 | 38 | 352 | 392 | 401 | 375 | 406 | 396 | 297 | 383 | 385
3 | Patron P2 163 [ 433 [ 1105 | 435 [ 115 | 112 | 1131 ] 192 | 139 | 118 [ 116 ] 112
4 |Muestramt | 224 | 23 | 29 3 228 | 94 | 228 | 23 | 235 | 94 | 234 | 24
5 |Muestram2 | 1098 | 1112 | 122 | 1925 | 111 | 1136 | 1095 | 1909 | 1147 [ 1152 | 114 | 11,28
6 | M1+ AT 521 | 535 | 529 | 534 | 535 | 543 | 552 5 | 521 5 | 536 | 547
7 |M2+A2 1627 | 165 | 1487 | 1505 | 1652 | 1609 | 1511 | 1543 | 1678 | 1600 | 161 | 1590
Tabla 9. Expresidn de los coeficientes de variaciéon.
Muestra N° Datos Promedio Desviacion CV (%)
estandar S
BK1 12 0,245 0,04 16,3
Patrén 1 12 3,83 0,33 8,6
Patrén 2 12 11,7 0,82 7,0
Muestra M1 12 2,4 0,21 8,7
Muestra M2 12 11,2 0,26 2,3
Muestra M1r+A1 12 5.3 0,17 3,2
Muestra M2r+A2 12 15,9 0,63 4,0

3.3 DETERMINACION DE MERCURIO TOTAL EN SUELOS

En la Tabla 10 se muestran los datos correspondientes a los blancos enriquecidos

y en la Tabla 11, los obtenidos en la determinacion de los limites de deteccion y

cuantificacion del método, como también el coeficiente de variacion.
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Tabla 10.Lectura de blancos enriquecidos, promedio y desviacién estandar.

N° BLANCO CONCENTRACION (pg/kg)

1 9,4
2 10,3
3 9,5
4 9,7
5 10,7
6 9,1
7 11,5
8 9,3
9 10,6
10 9,7
11 10,5
12 11,3

Promedio 10,133
s 0,798

Tabla 11.Valores obtenidos para la determinacion del Limite de deteccién (LDM), Limite de

cuantificacién (LCM) y Coeficiente de variacién (CV).

Parametros Datos

Concentracion promedio
10,13

(Mg/Kg)

S 0,80
LDM (ug/Kg) 12,5
LCM (ug/Kg) 18,11
%CV 7,87
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Tabla 12.Datos de blanco, patrones, muestras y adicionadas.

Muestra L1 L2 L3 L4 L5 L6
BK 1 9,4 10,3 9,5 9,7 10,7 9,1 11,5 9,3 10,6 9,7 10,5 11,3
Patron P1S 178 174 195 189 200 191 170 192 167 171 195 174
Patron P2S 3906 3820 | 4346 | 3945 | 3977 | 4129 | 3918 4036 4060 3756 4036 3760
Muestra M1S 180 207 216 178 210 200 178 190 208 219 189 183
Muestra M2S 3003 2820 | 3169 | 3221 | 3214 | 2830 | 2710 2843 3082 2670 2953 3239
M1S + A1 663,3 617 609,8 | 612,2 | 682 | 624,3 | 637 651,3 6764 | 6554 | 6109 676
M2S + A2 3595,2 | 3520 | 3390 |3640,5] 3395 |3412,1] 3392 3475 3767,6 | 3483 | 3375,8 3597

Tabla 13. Expresion de los coeficientes de variacidn.
Muestra N° Datos Promedio De§V|aC|on CV (%)
estandar (s)

Muestra M1S 12 196,50 15,26 7,77

Muestra M2 S 12 2.979,50 205,20 6,89

BK 1 12 10,13 0,80 7,87

M1S+Al 12 642,97 27,80 4,32

M2 S+A2 12 3.503,60 123,92 3,54

Patron P1S 12 183,00 11,73 6,41

Patron P2S 12 3.981,25 203,93 512

3.3.1 Recuperacion en suelos.

Rango bajo:

Cexp Mis +A; = 642,97 pglkg
CexoMis = 196,5 ug/kg

Al= 500 pg/kg
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Rango alto:

Cexp. Mzs +A2 = 3503,60 l.lg/kg
Cexp. M2s =2979,50 pglkg
A2 =500 pg/kg

De acuerdo a estos datos, los porcentajes de recuperaciéon son del 89,29% vy

104,82% respectivamente.

Para la exactitud se obtuvo de lectura un valor experimental de 4.64 mg/kg para

un patron de 4.75 mg/kg lo que da un valor de 2.31%.

Finalmente, en la Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos para cada una

de las variables evaluadas.

Los pardmetros del método fueron obtenidos con base en las siguientes

condiciones:

e El limite de deteccion determinado para el método es de 12,527ug/Kg Hg, valor
adecuado para el tipo de muestras que se analizan en el laboratorio.

e El limite de cuantificacion determinado para el método es de 18,114ug/Kg Hg,
valor adecuado para el tipo de muestras que se analizan en el laboratorio y que
corresponden al cumplimiento del Protocolo de Louisiana 29B, que es el que

regula el contenido de ciertos metales en el suelo.
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Tabla 14. Parametros determinados para el método mercurio en suelos.

Parametros

Valor

Limite de deteccion

12,5 ug/Kg Hg

Limite de cuantificacion

18,1 ug/Kg Hg

Coeficiente de variacion

7,87 %

Limite Superior de Control LCS 257 pg/Kg Hyg
Limites para carta de control — , .

Limite Superior de Advertencia LAS 231ug/Kg Hg
Estandar = 180ug/Kg Hg

Limite Inferior de Advertencia LAl 129ug/Kg Hg
CV=138%

Limite Inferior de Control LCI 104ug/Kg Hg
Recuperacion Recuperacion 89,29-104,
Precision Desviacion estandar 0,798
Exactitud Error relativo (%) 2,31%

El rango de porcentaje de recuperacion de muestras adicionadas para el
método analitico se encuentra dentro de los limites establecidos como criterio

de aceptacion (85 % a 115 %), esto indica que el método tiene un alto grado de

exactitud y puede eliminar las interferencias.

La precision y la exactitud determinadas para el método analitico en las

condiciones del laboratorio estan dentro de los limites establecidos en el

Sistema de Gestion de Calidad.

Se establece la carta de control para el método de acuerdo con las

especificaciones de los limites establecidos en la conclusion del método.
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4. INCERTIDUMBRE

4.1. CALCULO DE INCERTIDUMBRE — ANALISIS DE MERCURIO TOTAL EN
AGUAS

- Fuentes de Incertidumbre para analisis de mercurio en aguas

Medicion de la Medicion de volumen

muestra
SN Concentracién de
He(ke/L)
Incertidumbre del MRC

/ Preparaciéon de patrones

Medicién de
volumenes

Pesada de reactivos

Pesada de reactivos.

0

«+  Error maximo en la medicién entregado por la Balanza.

o,

+» Incertidumbre en la calibracion de la balanza.

0,

«» Divisién escala de la balanza.

Medicion de volumen de reactivos

+» Tolerancia material volumétrico usado

«» Division D de la escala de medicion

< Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y la temperatura de calibracion del material volumétrico utilizado
para titular

«+ Dispersion de las mediciones volumétricas (Verificacion del material volumétrico utilizado en la titulacion)

Medicion de volumenes de los patrones

0

«»  Tolerancia material volumétrico empleado para titular.

0,

< Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y la temperatura de calibracion del material volumétrico utilizado

para titular




Determinacién de Incertidumbre en el método de anélisis de mercurio en

aguas

Fuente de Incertidumbre

Obtencion del valor numérico

PESADA DE REACTIVOS

Error maximo en la medicion entregado por la balanza.
Con base en calibracion externa trazable al Sistema
Internacional de Medidas. En el certificado de calibracién
emitido por MetroLabor reporta como error maximo E

=0.001 g la incertidumbre estandar se calcula asi:

U1=E/(3)"2,U1=0.001g/~/3 =5.7*10+

Incertidumbre en la calibracion
Incertidumbre u declarada en el certificado de calibracion

la incertidumbre estandar se calcula asi:

U2=p/(3)"2 =0.00012/ /3 =0.000069

Division de escala de aparato
la divisién de escala de la balanza D=0.0001g la

incertidumbre estandar se calcula asi:

U3=[D]/(3)"=0.0001//3 =0.000057

Incertidumbre combinada pesada.
se combinan todas la anteriores Incertidumbre estandar,

se calcula asi:

Uc 1 (pesada)=[ (u1)2+ (u2)2 + (u3)2 ]*

Incertidumbre Estandar Relativa en el pesada
IER1()=Uc1/x

Donde x es el peso asi:

|5.7*10)% +(0.0000692 +
(0.000057)> ? =
0.00057

IER1=Uc1/x = 0.00057/5g= 0.000114

Medicion de volumen de reactivos

Tolerancia material volumétrico usado
esta tolerancia se obtiene del valor T especificado en el

material volumétrico: T =+/-0.015

0.015/+/3 =0.0086

Division D de la escala de medicion

Divisiéon D de la escala = 0.05 Incertidumbre estandar

0.05/+/3 =0.028

Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y

la temperatura de calibracion del material volumétrico

(5*2*2*104) / /3 =0.00115

58




utilizado para titular

Se obtiene esta contribucion a partir una variacion
estimada en la temperatura de X=5°C, del coeficiente de
expansion de volumen para el agua 2*10+ °C-

Incertidumbre estandar

Uc2= ((0.0086)%+(0.028)>+(0.00115)?)2

Incertidumbre combinada para el volumen
=0.0293

Incertidumbre Estandar Relativa para el Volumen
IER 2 =Uc 2/ x Donde x es el volumen del material IER 2 = 0.0293/2=0.0146

volumétrico utilizado

Medicion de volimenes de los patrones

% Tolerancia material volumétrico usado 1,64104/ /3 ~00001

¢ Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente
y la temperatura de calibracion del material (5%0,1*2*104) / /3 =0.0001

volumétrico utilizado para titular

Incertidumbre combinada para el volumen Uc3=((0.0001)2+(0.0001)2)"2

=0,000141

Incertidumbre Estandar Relativa
IER 3 =Uc 3/ x Donde x es el volumen del IRE3=0,000141/0,1=0,00141

material volumétrico utilizado

4.1.1 Calculo de laincertidumbre combinada total:
UCwm = [(IER 1)? (IER 2)? (IER 3)%Y?

UCwm = [(0,000114)? (0,0146)? (0,00141)4*2

UCtota| = 0,0146

4.1.2 Célculo de laincertidumbre expandida del método

Uexpmét = i 2 * UCtota|= 2*00146= 00292
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4.1.3 Calculo de la incertidumbre expandida en la medicion (en la

concentracion del analito)
U= C Hg/L * Uexpmet, €N donde C es el valor de la medicion.

4.1.4 Expresion del resultado final. Expresién del resultado: C + U pg/L, donde

C es el valor de la concentracion obtenida.

4.2 CALCULO DE INCERTIDUMBRE - ANALISIS DE MERCURIO TOTAL EN
SUELOS

- Fuentes de Incertidumbre para analisis de mercurio en suelos

Peso de la muestra Medicién de volumen

_ Concentracidn de
Hg(ke/ke)

Incertidumbre del MRC

/ Preparacion de patrones

Pesada de reactivos Medicion de

volumenes



PESADA DE MUESTRAS

++  Error maximo en la medicién entregado por la Balanza.

«+ Incertidumbre en la calibracion de la balanza.

+«+ Divisién escala de al balanza.

PESADA DE REACTIVOS.

«»  Error maximo en la medicion entregado por la Balanza.

< Incertidumbre en la calibracion de la balanza.

+«+ Divisién escala de la balanza.

«+  Dispersion de las mediciones de peso

Medicion de volumen de reactivos

% Tolerancia material volumétrico (bureta).

«»  Division D de la escala de medicion (bureta)

< Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y la temperatura de calibracion del material volumétrico utilizado para

titular

< Dispersion de las mediciones volumétricas (Verificacion del material volumétrico utilizado en la titulacion)

Medicion de volumenes de los patrones

+»+  Tolerancia material volumétrico.

«»  Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y la temperatura de calibracion del material volumétrico utilizado para

titular

- Determinacién de Incertidumbre en el método de analisis de mercurio en

suelos

Fuente de Incertidumbre

Obtencion del valor numérico

Incertidumbre pesada de la muestra

Error méximo en la medicién entregado por la balanza.

Con base en calibracion externa trazable al Sistema
Internacional de Medidas. En el certificado de calibracion emitido
por MetroLabor reporta como error maximo E =0.001 g la

incertidumbre estandar se calcula asi:

U1=E/(3)"2, U1=0.001g/ /3 =57*104

Incertidumbre en la calibracion
Incertidumbre p declarada en el certificado de calibracion

la incertidumbre estandar se calcula asi:

U2=p/(3)" =0.00012/ /3 =0.000069
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Division de escala de aparato
la division de escala de la balanza D=0.0001g la incertidumbre

estandar se calcula asi:

U3=[D]/(3)"2=0.0001 /+/3 =0.000057

Incertidumbre combinada pesada.
se combinan todas la anteriores Incertidumbre estandar, se

calcula asi:

Uc 1 (pesada)=[ (u1)2 + (u2)2+ (u3)2 1"

Incertidumbre Estandar Relativa en la pesada
IER1()=Uc1/

Donde x es el peso asi:

|5.7*10*)? +(0.0000692 +
(0.000057)2 % =
0.00057

IER1=Uc1/x = 0.00057/ 2g= 0.000285

PESADA DE REACTIVOS

Error maximo en la medicion entregado por la balanza.

Con base en calibracion externa trazable al Sistema
Internacional de Medidas con un error maximo E =0.001 g la

incertidumbre estandar se calcula asi:

U1=E/(3)"2,U1=0.001g/ /3 =57*104

Incertidumbre en la calibracion
Incertidumbre p declarada en el certificado de calibracion

la incertidumbre estandar se calcula asi:

U2 =/ (3)" =0.00012/ /3 =0.000069

Division de escala de aparato
la division de escala de la balanza D=0.0001g la incertidumbre

estandar se calcula asi:

U3=[D]/(3)"2=0.0001 /x/g =0.000057

Incertidumbre combinada pesada.
se combinan todas la anteriores Incertidumbre estandar, se

calcula asi:

Uc 1 (pesada)=[ (u1)z + (u2)2+ (u3)z 1"

Incertidumbre Estandar Relativa en el pesada
IER1()=Uc1/x

Donde x es el peso asi:

|5.7*10*)? +(0.0000692 +
(0.000057)2 % =
0.00057

IER2= Uc1/x = 0.00057/ 5g= 0.000114

Medicion de volumen de reactivos

Tolerancia material volumétrico usado
esta tolerancia se obtiene del valor T especificado en el material

volumétrico: T =+/-0.015

0.015/ +/3 =0.0086
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Division D de la escala de medicion

Division D de la escala = 0.05 Incertidumbre estandar

0.05/ /3 =0.028

Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y la
temperatura  de calibracion del material volumétrico
utilizado para titular

Se obtiene esta contribucion a partir una variacién estimada en la
temperatura de X=5°C, del coeficiente de expansion de volumen

para el agua 2*104 °C-! Incertidumbre estandar

(5:2*2*104) / /3 =0.00115

Incertidumbre combinada para el volumen

Uc2= ((0.0086)2+(0.028)2+(0.00115)7) 12
=0.0293

Incertidumbre Estandar Relativa para el Volumen
IER 2 = Uc 2/ x Donde x es el volumen del material volumétrico

utilizado

IER 3 =0.0293/2=0.0146

Medicién de volumenes de los patrones

K2

«» Tolerancia material volumétrico usado

1.6*10'4 /’\/g =0 0001

K2

+» Efecto de la diferencia entre la temperatura ambiente y la
temperatura de calibracion del material volumétrico utilizado

para titular

(50,1210 / /3 =0.0001

Incertidumbre combinada para el volumen

Uc3= ((0.0001)2+(0.0001)2) 2
= 0,000141

Incertidumbre Estandar Relativa
IER 3 =Uc 3/ x Donde x es el volumen del material volumétrico

utilizado

IRE4=0,000141/0,1=0,00141

4.2.1 Célculo delaincertidumbre combinada total:

UCwta = [(IER 1)2 (IER 2)2 (IER 3)2+(|ER 4)2]1/2

UCim = [(0,000285)%+(0,000114)%+(0,0146)%+ (0,00141)%*+]*?

UCtota| = 0,0147
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4.2.2 Célculo de laincertidumbre expandida del método

Uexpmet = * 2 * UCiota= 2*¥0.0147= 0.0294

4.2.3 Calculo de la incertidumbre expandida en la medicion (en la

concentracion del analito)

U= C Hg/L * Uexpmet, €N donde C es el valor de la medicion.

4.2.4 Expresion del resultado final. Expresion del resultado: C + U ug/Kg, donde

C es el valor de la concentracion obtenida.
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5. CONCLUSIONES

La validacion interna permitié cuantificar y evaluar experimentalmente las
figuras de mérito que dan confianza a los métodos analiticos. El limite de
deteccidn, limite de cuantificacion, linealidad, sensibilidad, precision, exactitud,
porcentaje de recuperacion e incertidumbre, permitieron demostrar que las
metodologias aplicadas pueden ser usadas por el Laboratorio Quimico de
Consultas Industriales.

Las metodologias validadas poseen porcentajes de coeficiente de variacion
adecuados logrando clasificar a las técnicas como precisas para los fines

previstos.

Se observé que los porcentajes de coeficientes de variacion de las medidas
aumentan significativamente al disminuir la concentracion, esto indica que las
muestras de baja concentracion estdn sujetas a un mayor error en la

cuantificacion que las muestras de alta concentracion.

Se mostr6 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%.

Con base en lo anterior se establece que el procedimiento del Standard
Methods 3112 B para aguas Yy el procedimiento EPA 7471 A para suelos, son
aplicables en el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales, segun los

resultados de validacién mostrados.
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6. RECOMENDACIONES

Durante todo el procedimiento es importante tener en cuenta:

e Un adecuado manejo de las muestras, con un buen sistema de almacenaje y
toma cuidadosa de porciones o volumenes para evitar cualquier tipo de

contaminacion.

e Verificar que el agua destilada esté libre de contaminacién con mercurio.

e Tomar en cuenta el tiempo de preservacion de las soluciones preparadas.

e Trabajar cuando la lampara de mercurio en el espectrofotdmetro de absorcidon

atomica emita una buena sefal y sensibilidad, medidas con un patrén fijo.

e Las ratas de flujo en el generador de hidruros deben mantenerse constantes
durante todo el tiempo de lectura, para obtener resultados semejantes. En este
trabajo se mantuvo un flujo de 1 ml/min de borohidruro, 1 ml/min de acido
clorhidrico y 6.5 ml/min de muestra. En esa proporcién reaccionaron en la

camara del generador para liberar el mercurio elemental.

e Un cuidadoso manejo de datos, permite llevar un historial para mantener un

control periodico del método.
Se sugiere hacer una comparacion entre los métodos con Generador de hidruros y

con Pirolizador con Efecto Zeeman para determinar mejores porcentajes de

recuperacion y minimizar efectos de matriz y residuos al final del analisis.
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ANEXOS

ANEXO A. Valores de la distribucién t de student para un 95 % de confianza

Gl 95% gl 95% gl 95% gl 95%
1 12,71 11 2,20 21 2,08 50 2,01
2 4,30 12 2,18 22 2,07 o 1,96
3 3,18 13 2,16 23 2,07
4 2,78 14 2,14 24 2,06
5 2,57 15 2,13 25 2,06
6 2,45 16 2,12 26 2,06
7 2,36 17 2,11 27 2,05
8 2,31 18 2,10 28 2,05
9 2,26 19 2,09 29 2,05
10 2,23 20 2,09 30 2,04

gl : grados de libertad
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ANEXO B. Coeficiente de Variacion — grafica de Horwitz

Coeficiente de Variacién de Horwitz (CV ,): Es el coeficente de variacion definido por W. Horwitz, a
través de la ecuacion obtenida de un estudio estadistico. En dicho estudio, Horwitz después de reunir
una serie de datos (provenientes de 150 ensayos de interlaboratorios organizados por AOAC), observe
que el coeficiente de variacion de los valores medios dados por los diferentes laboratonios aumentaban
a medida que disminuia Ia concentracion del analito. Comportandose como muestra la siguiente
grafica, conocida como la trompeta de Horwitz.
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La ecuacion de Horwitz, esta definida como:

OV = 211054 6 Ox = 0.02 x ¢ "%
Donde:
CV ,» Coeficiente de variacion de Horwitz
G » » Desviacion estandar calculada conforme al modelo de precision de Horwitz.
C= concentracion del analito expresado en potencia de 10 (Ver tabla N° 1),

Este coeficiente de variacion (CV,) esta expresado en potencia de 2, y Ia concentracion media del
analito expresado como potencia de 10, de esta forma independiente del analito y el método utilizado
se puede estimar el CV esperado para la precision.

Concentracién Raxén Unidad
(Potencia de 10)
100 1 100% (100‘1@ ii
i ﬂi %2 i ﬂi
100 miii
O 0001 Hﬁ

Tabla N® 1:
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