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Material de referencia certificado para Patron de 1000 mg/L

MRC de Cu, Patron de 1000mg/L de Fe Patron de 1000mg/L de
As y Patréon de 1000mg/L de Hg

REDOX Reacciones de oxido — reduccion

19



Ppb
Ppm
CO;
HCI
HNO3;
H,SO,4
CaCO3
KMnO,
K2S,0s8
NH,OH.HCI
U

Uc

K

Psi

FC

IF

LA
LAS
LAI

LC
LCS
LCI

Partes por bill6n

Partes por millon

Dio6xido de carbono

Acido Clorhidrico

Acido Nitrico

Acido Sulfarico

Carbonato de Calcio
Permanganato de Potasio
Persulfato de Potasio
Clorhidrato de Hidroxilamina
Incertidumbre Expandida
Incertidumbre Estandar Combinada
Factor de cobertura
Libra-fuerza por pulgada cuadrada
Flujo continuo

Inyeccion en flujo

Limite de advertencia

Limite advertencia superior
Limite de advertencia inferior
Limite critico

Limite de critico superior

Limite critico inferior
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GLOSARIO

Analito: El constituyente de interés en una muestra.

Blanco del método (Bk): Muestra que sin contener analitos pasa a través de

todos los pasos del método.

Calibracion: Proceso para asegurar que la sefial de la medicion dada por un

equipo o instrumento es correcta.

Determinacién: Analisis de una muestra que busca la identidad, la concentracion

o las propiedades del analito.

Espectrometria de absorcién atémica ?: Técnica analitica instrumental basada
en la absorcion de un 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.

Estandarizacion: Proceso para establecer la relacidon entre la cantidad de analito

y la sefial del método.

Error, error sistematico, error aleatorio: Los errores analiticos que se cometen
al efectuar los andlisis pueden ser determinados o indeterminados. Los errores
determinados o sistematicos van en una sola direccion y se deben a fallos de
instrumentos, personas o métodos; deben eliminarse o corregirse sus efectos,
puesto que afectan la exactitud del método. Los errores indeterminados o
aleatorios son de origen desconocido, actian en ambas direcciones y determinan

la variabilidad de los resultados o precision del método.
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Exactitud de una medicion: Proximidad entre el resultado de una medicion y el

valor verdadero del mesurando.

Hidruro ! La mayoria de los elementos forman compuestos con el hidrogeno. Sin

hablar de la polaridad del hidrogeno, estos son llamados hidruros.

Incertidumbre: Pardmetro, asociado al resultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos

al mesurando.

Interferencias: Son perturbaciones que alteran una, varias o todas las etapas del
proceso analitico y por consiguiente a los resultados analiticos, que se ven
afectados por errores sistematicos.

Intervalo de trabajo, rango: Diferencia en magnitud entre la mayor y menor
concentracion de analito que puede determinarse satisfactoriamente con

adecuada linealidad, exactitud y precision.
Limite de cuantificacién: Es la menor cantidad de analito que puede ser
determinada cuantitativamente con una incertidumbre asociada, para un nivel

dado de confianza.

Limite de deteccion: Es la menor cantidad de analito que puede ser distinguida

del ruido de fondo, para un nivel dado de confianza.
Linealidad: Capacidad del método para producir resultados proporcionales,
directamente o mediante una transformacion matematica, a la concentracion del

analito en las muestras, dentro de un determinado rango.

Matriz: Todos los constituyentes de una muestra a excepciéon del analito.
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Mesurando: Magnitud particular sometida a medicién.

Medicién: Determinaciéon experimental de una propiedad quimica o fisica del
analito, usualmente producto de la comparacién con un patrén trazable a un

estandar definido y aceptado.

Método: Forma de analizar una muestra para un analito especifico en una matriz

especifica.

Muestra: Parte del sistema que se somete a analisis.

Precision: Indica el grado de concordancia entre los datos obtenidos para réplicas
de una misma muestra, aplicando el mismo procedimiento experimental bajo

condiciones preestablecidas

Prueba t: Prueba estadistica para comparar dos medias y ver si su diferencia es

suficientemente grande para explicar errores indeterminados.

Prueba f: Prueba estadistica para comparar dos varianzas y ver si su diferencia

es suficientemente grande para explicar errores indeterminados.
Recuperacion: Es la capacidad que tiene un procedimiento analitico para
determinar cuantitativamente una especie quimica que ha sido adicionada a una

muestra, se expresa como (%R)

Regresién lineal: Técnica matematica para ajustar una ecuacién, a una tendencia

lineal, obtenida experimentalmente.

Relacion sefal-ruido. Ruido de fondo: En sistemas instrumentales es la sefial

residual o linea base registrada con concentracion cero de analito, es decir, es la
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sefial que proporciona un blanco. Matematicamente suele expresarse como la

desviacion estandar de la respuesta de un cierto nimero de blancos.

Repetibilidad (de los resultados de las mediciones): Proximidad entre los
resultados de mediciones sucesivas del mismo mesurando, realizadas bajo las
mismas condiciones de medicion. (Aplicacion de un mismo procedimiento, a un
mismo objeto, por el mismo operador, en intervalos cortos de tiempo, con el

mismo equipamiento instrumental, en el mismo lugar).

Representatividad: Esta propiedad se refiere al buen muestreo. Se trata de
encontrar una concordancia adecuada entre los resultados y el conjunto
compuesto por la muestra, el objeto, el problema analitico y la necesidad

econdmica, social, cientifica y técnica.

Reproducibilidad: Proximidad entre los resultados de mediciones de un mismo

mesurando, realizadas bajo distintas condiciones de medicion.

Residual: Es la diferencia entre el valor observado experimentalmente y el valor

estimado en una recta de regresion o curva de calibracion.

Revalidacion: Repeticion total o parcial de la validacion de un método analitico
debido a modificaciones en el propio método, equipos, muestras a analizar, etc.

Con el objetivo de garantizar que los resultados continlen siendo confiables.
Robustez: Medida de la capacidad de un método analitico de permanecer
inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos parametros

proporcionando idea de su fiabilidad o estabilidad durante su empleo de rutina.

Selectividad: Un método analitico se dice que es selectivo si es capaz de originar

resultados que dependan exclusivamente del analito para su cuantificacion. El
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grado de selectividad es inversamente proporcional al grado de interferencia.
Interferencias son perturbaciones que alteran una, varias o todas las etapas del
proceso analitico y por consiguiente a los resultados analiticos, que se ven
afectados por errores sisteméticos. De acuerdo a esto se deduce que la
selectividad esta directamente relacionada con la exactitud.

Sensibilidad: Es una medida del factor de respuesta del instrumento como una
funcion de la concentracién. Normalmente se mide como la pendiente de la curva
de calibracion.

Sesgo: Error sistematico o determinado.

Técnica: Principio quimico o fisico que puede ser usado para analizar una

muestra.
Validacion : Confirmaciéon mediante el suministro de evidencia objetiva de que

se han cumplido los requisitos de un método de andlisis para una utilizacion o

aplicacion especifica prevista.
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RESUMEN

TITULO: VALIDACION POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA DE COBRE,
HIERRO, MERCURIO Y ARSENICO USANDO LAS METODOLOGIAS DE LLAMA Y
GENERACION DE HIDRUROS EN AGUAS RESIDUALES , EN EL LABORATORIO DE
ESTUDIOS AMBIENTALES DE LA UNIVERSIDAD PONTIFICIA BOLIVARIANA SECCIONAL
BUCARAMANGA"

Autor(es): Ruiz, Lyda
Palabras clave: Metrologia, metales pesados, agua, validacion, incertidumbre.
DESCRIPCION

La metrologia es la ciencia de las mediciones y sus aplicaciones. Abarca también los principios
relativos a las magnitudes y unidades; esta presente en los aspectos: econdmico, legal y técnico-
cientifico de nuestro diario vivir.

El LEA-UPB-BGA en su sistema de calidad interno requiere trazar una linea metrologica, que
asegure el desarrollo de nuevas técnicas analiticas en el analisis de agua residual.

En la evaluacién de la calidad del agua, los metales pesados indican el grado de contaminacion y
toxicidad del liquido. Dicha existencia altera procesos quimicos y biolégicos, generando efectos
perjudiciales en los seres humanos y en el agua. La finalidad de esta pasantia de investigacion es
el estudio, desarrollo y validacion de dos técnicas analiticas de absorcidn atémica; una en llama
para determinaciéon de metales pesados como cobre y hierro, la otra con generador de hidruros
para determinacion de metales pesados como arsénico y mercurio en aguas residuales.

Bajo los requisitos técnicos de la NTC ISO 17025, se origind un documento para la UPB y la UIS,
donde se evidencia el alcance de la validacion de las metodologias analiticas normalizadas. Los
procedimientos analiticos desarrollados (3111B, 3112B y 3114B) produjeron resultados precisos y
exactos en el marco de las especificaciones y las figuras de mérito de calidad establecidas. Dentro
de las figuras de mérito que se escogieron para demostrar la competencia de los métodos
empleados son: Linealidad e intervalo de respuesta lineal, sensibilidad, limite de deteccion, limite
de cuantificacion, precision, exactitud y la estimacion de la incertidumbre.

:*Proyecto de grado modalidad Pasantia de Investigacion
Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Angela Montafio, Ph. D. Diego Blanco, Qco.
Codirector: Yury Martinez, Qca.
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ABSTRACT

TITLE: VALIDATION THROUGH SPECTROMETRY OF ATOMIC ABSORPTION OF COPPER,
IRON, MERCURY AND ARSENIC USING FLAME METHODOLOGIES AND HYDRIDE
GENERATION IN SEWAGE WATERS, IN THE LABORATORY OF ENVIRONMENTAL STUDIES
OF THE PONTIFICIA BOLIVARIANA UNIVERSITY IN BUCARAMANGA."

Author(s): Ruiz, Lyda”~
Keywords: Metrology, heavy metals, water, validation, uncertainty.

DESCRIPTION:

Metrology is the science of measurements and their applications. It also includes the relative
principles of the magnitudes and units: it is present in the economic, legal and techno-scientific
aspect of our daily life.

The LEA-UPB-BGA, in its inner quality system, requires drawing up a metrological line that assures
the development of new analytic techniques in the analysis of sewage water.

In the evaluation of the water’s quality, the heavy metals indicate the degree of contamination and
toxicity of the liquid. This existence alters chemical and biological processes, generating harmful
effects in human beings and water. The purpose of this research internship is the study,
development and validation of two analytical techniques of atomic absorption; one in flame for
determination of heavy metals such as copper and iron, and the another one with hydride generator
for the determination of heavy metals such as arsenic and mercury in sewage waters.

Under the technical requirements of the NTC ISO 17025, it was originated a document for the UPB
and UIS, in which is shown the range of the validation of normalized analytic methodologies. The
developed analytic procedures (3111B, 3112B y 3114B) produced precise and exact results in the
framework of the specifications and established achievements figures of quality. Within the merit
figures chosen to demonstrate the competence of the employed methods, we have linearity and
interval of lineal response, sensibility detection limit, quantification limit, precision, accuracy and
estimation of the uncertainty.

:*Graduation Project in Research Internship modality
Sciences Faculty. Chemistry School. Director: Angela Montafio, Ph. D. Diego Blanco, Chem. Co-
director: Yury Martinez, Chem
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INTRODUCCION

La superficie terrestre del planeta esta compuesta por un 70% de agua, de éste
porcentaje solo un poco menos del 1% se encuentra disponible para el uso
humano y para el mantenimiento de los ecosistemas naturales. Esta fraccion se
encuentra amenazada por desechos provenientes de las actividades diarias que
involucran al ser humano generando la formacion de aguas negras y residuales,

los cuales perjudican a quienes se encuentren en contacto con ellas.

Desde el punto de vista quimico es importante la calidad del agua, puesto que casi
todos los procesos que ocurren en la naturaleza tienen lugar en sustancias
disueltas en agua. El agua es un medio de transporte de nutrientes, importante
para la vida, ya que para algunos sistemas el agua sirve de contenedor de las
sustancias vitales™. Sin embargo, se puede contaminar por las diversas
actividades humanas y volverse no apta para muchos de sus propositos, e incluso,

volverse nociva para los seres vivos [,

La contaminacion del agua es un problema ambiental que se da en todos los
lugares del mundo. Dia a dia el hombre contamina el agua arrojando basura,
desechos humanos e industriales a rios, lagos, acuiferos y al mar. Dichos
desechos, incluso en concentraciones muy pequefias, son extremadamente
toxicos para la vida marina, y pueden producir brotes de hepatitis, colera y
disenteria en los seres humanos. Debido a dichas préacticas humanas es que el
color cristalino radiante del agua se ha ido perdiendo y ha venido tomando un

color marrén en respuesta a la alteracién de su calidad'.

La investigacion cientifica constituye una forma de conservar y emplear de manera

racional éste recurso, ésta nos genera informacién sobre los tipos y niveles de
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contaminacion. Ademas, con base en ella se puede realizar una evaluacion
integral de la calidad del agua donde se contemple la caracterizacion de sus
componentes desde multiples perspectivas, incluyendo los aspectos hidrologico,
fisicoguimico y biolégico. De igual forma, haciendo uso de la investigacion se
pueden implementar y validar técnicas de andlisis de aguas con el fin de evitar el

deterioro de las mismas y preservarlas.

La metrologia (mediciones) es la ciencia de la trazabilidad que nos garantiza la
normalizacion de valores (con la exactitud requerida), empleando los instrumentos
y métodos apropiados. Siguiendo esta idea, el LEA asumio el reto de implementar
esta herramienta para la calidad de sus analisis y la validacion de nuevos métodos

analiticos relacionados con el agua residual.

Dentro de las obligaciones que demanda la NTC ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion”, para
los laboratorios donde se implementen analisis de aguas residuales, esta: aplicar
métodos apropiados. Ademas estos métodos deben ser normalizados, regulados y
obligados a efectuar sus procedimientos basados en la norma antes mencionada,;
si no cumplen con lo planteado en la norma no obtendran una validacion

satisfactoria, y no se entregaran resultados de caracter confiable y trazable®,

La presente pasantia de investigaciéon fue financiada en su totalidad por el
Laboratorio de Estudios Ambientales de la Universidad Pontificia Bolivariana
Seccional Bucaramanga, tuvo como objetivo implementar y validar el andlisis de
Cu, Fe, Hg y As mediante la técnica analitica de absorcion atémica en llama y
generacion de hidruros y se determind principalmente la precision, trazabilidad e
incertidumbre de estas dos técnicas. Los resultados de este estudio sirvieron
como soporte en el proceso de acreditacion de dos metales por parte del LEA,

ante el IDEAM como ente acreditador.
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El resultado de la pasantia garantiza la satisfaccion de clientes a través de la
prestacion de servicios con criterios de calidad basados en procesos,
recomendados por organismos internacionales y nacionales debidamente
validados, estandarizados!® e implementados en el laboratorio por la pasante de

investigacion
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1. MARCO TEORICO

1.1. CONCEPTO DE CALIDAD™

Calidad significa cumplir satisfactoriamente un objetivo especifico bien definido, es
decir, que un producto o servicio satisface expresamente o0 subjetivamente las
necesidades de los usuarios o beneficiarios. Las dos grandes areas de la calidad
son Gestion de la calidad y Aseguramiento de la calidad (Garantia de Calidad). El
concepto de Calidad en laboratorios se aplica mas estrictamente al analisis
quimico cuantitativo y se relaciona estrechamente con las buenas practicas
profesionales y la satisfaccion del cliente; para aplicar y sistematizar estas buenas
practicas en todos los sectores del laboratorio es conveniente implementar un

adecuado Sistema de Calidad que asegure una Optima relacion laboratorio/cliente.

Sistema de Calidad: es la estructura organizacional, las responsabilidades, los
procedimientos, los procesos y los recursos necesarios para implementar la
administracion de la calidad (1ISO 8402/94).

Un sistema de calidad consta de: una base documental en la cual se describen los
procedimientos, instrucciones y planes ajustandose a una norma. Recursos tanto
fisicos como humanos. Los fisicos comprenden locales, maquinarias e
instrumentos de medida. Los humanos comprenden un personal adiestrado en
técnicas de calidad y técnicas de ensayo. Aseguramiento de la calidad: Son todas
las actividades planificadas y sistematicamente aplicadas en el sistema de calidad
y demostradas cuando se requieren para brindar la suficiente confianza de que el

sistema cumplira con los requerimientos de calidad (ISO 8402-1994).
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1.2. CONCEPTO DE LA ESTANDARIZACION 19

La estandarizacion de un método analitico es un proceso riguroso que tiene como
objetivo establecer o definir las condiciones de analisis en que se pretende
cuantificar un analito. Que dependiendo de la técnica analitica a la que pertenezca
el método, la matriz o matrices, el analito, la cantidad de parametros de
estandarizacion y de la metodologia empleada para su desarrollo puede requerir

de un tiempo considerable (en algunos casos puede superar los seis meses).

1.2.1 Etapas de la estandarizacion

1.2.1.1 Etapa preliminar

» La etapa preliminar consiste en evaluar una serie de parametros y condiciones
gue permitan obtener informacién relevante y orientar el proceso de la
estandarizacion propiamente dicha, esto se logra haciendo una revision

documental sobre el tema.

1.2.1.2 Montaje de la metodologia

» Seleccion del método, evaluar el método y su aplicacion al analito de interés y
a todas las matrices.

= Creacion de un archivo fisico (carpeta) para toda la documentacién generada
en el proceso.

= Conocer o generar el procedimiento del método disponiendo de una copia de
trabajo.

= Conocimiento del principio quimico y/o fisico del método y de la técnica
utilizada, se debe elaborar un resumen conciso.

= Conocimiento exacto del funcionamiento del equipo de medicion. En lo posible

construir un diagrama de flujo para el manejo del equipo o por lo menos los
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pasos que se deben seguir en orden cronolégico para su adecuada operacion
desde el encendido hasta el apagado.

* Inventario de los reactivos que se necesitan para toda la estandarizacion
(identificacion, precauciones, calidad, cantidad, grado de pureza, conservacion
y almacenamiento del reactivo puro y en solucion).

» Inventario de vidrieria y otros materiales necesarios sefialando las cantidades
necesarias y los requerimientos de limpieza.

= Establecer los procedimientos para la descontaminacion, limpieza del material
y la disposicion de los desechos.

» Disefiar un plan para la preparacion de reactivos y analisis de: estandares,
muestras y muestras adicionadas.

= Disefio de un formato para la captura de los datos.

» Definicién del intervalo de aplicacion del método.

= Verificacion y optimizacibn de las condiciones y de los parametros

instrumentales incluyendo curva de calibracion.

1.2.1.3 Parte experimental o de mediciones

= En esta etapa se lleva a cabo todo el proceso de estandarizacion aplicando la
metodologia y todas las actividades programadas en el procedimiento, con el
fin de asegurar la correcta determinacion del analito en toda la variedad de
matrices.

1.3 VALIDACION 1

Validar un método de analisis consiste en verificar y documentar su validez, esto

es, la adecuacidén a unos determinados requisitos previamente establecidos. La

definicion de la norma NTC/ISO/IEC 17025 es: “confirmacion, a través del examen
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y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares

para un uso especifico previsto”.

Cada dia se realizan millones de analisis en los ambitos méas variados: analisis de
productos manufacturados, medioambientales, clinicos, forenses, quimicos y
fisicos. En todos ellos se requiere una confianza en los resultados obtenidos. La
validacién de los métodos analiticos, junto con otras actividades englobadas en la
gran &rea del aseguramiento de la calidad, permite conseguir calidad en los datos
generados, otorgando la confianza necesaria a la vez que confieren un grado

elevado de comparabilidad entre los resultados de los andlisis quimicos.

La validacion de un método consiste en una etapa de confirmacién, donde los

parametros escogidos son evaluados bajo las condiciones del método.

1.3.1 Razones que justifican la validacion de métodos analiticos.

1.3.1.1 Un método siempre debe validarse cuando es necesario verificar que sus
parametros de calidad se adecuan a un problema analitico particular que debemos

resolver en nuestro laboratorio.

1.3.1.2 Debe validarse para demostrar que es adecuado para los analisis
propuestos en las condiciones descritas. La validacion es la herramienta que

permite obtener las pruebas documentales al respecto.
1.3.1.3 Hacer la validacion de un método minuciosamente puede ser tedioso, pero

las consecuencias de no hacerlo puede traducirse en pérdida de tiempo, dinero y

recursos.
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1.3.2 Evaluacion previa a la validacion Antes de iniciar el procedimiento de

validacion se debe tener en cuenta lo siguiente:

1.3.2.1 Tener perfectamente caracterizado el analito.

1.3.2.2 Trabajar suficientemente con el método de andlisis para tener amplio
conocimiento acerca de él y esto nos ofrezca garantias de que la validacion puede
ser satisfactoria. Esto se logra desarrollando paso a paso y concienzudamente
todo el procedimiento de estandarizacion.

1.3.2.3 Definir claramente obijetivo, alcance, procedimiento y todos los parametros
de calidad del método. Solo cuando el procedimiento esta definido en todos sus
detalles y se tiene convencimiento de que las condiciones descritas son idoneas

para alcanzar los resultados esperados debe iniciarse la validacion.
1.3.2.4 Crear un archivo fisico (plan de validacion) donde se describa paso a paso
todo el procedimiento de validacién. Se deben incluir hojas de recoleccion de

datos.

Tabla 1. Parametros o figuras de mérito de calidad de un método.

Tipo matematico- Tipo Operatorio-
estadistico econdmico

v' Exactitud v' Inversion
v" Precision v' Mantenimiento
v Incertidumbre v' Rapidez
v' Sensibilidad v Facilidad del uso
v' Selectividad v Simplicidad
v Limites v' Gastos directos
v" Robustez v' Gastos indirectos
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1.4. LOS METALES PESADOS

El termino metal pesado se ha venido utilizando en la literatura cientifica desde
hace unos setenta afios para referirse a una serie de elementos metéalicos con
determinadas caracteristicas comunes. Actualmente, se reconoce como tales a
aquellos elementos metalicos que son potencialmente toxicos para el medio
ambiente. No obstante, a lo largo de este periodo han sido muchas las

definiciones que se han utilizado para su clasificacion.

1.4.1 Cobre (Cu) El cobre es el primer elemento que se encuentra ubicado en el
Grupo once (IB) del Sistema Periodico. Sus propiedades fisicas y quimicas tales
como elevada conductividad térmica, alta conductividad eléctrica, maleabilidad,
baja corrosion, capacidad para formar aleaciones y abundancia, lo convierten en
uno de los metales mas importantes. Es de color rojizo, encontrandose tanto en

suelos, rocas, aguas, sedimentos y aire como en todos los animales y las plantas.

Su configuracion electrénica externa es 3d'°4s?, siendo los estados de oxidacion
habituales uno y dos. En disolucién el estado de oxidacién estable es dos y se
encuentra rodeado octaédricamente por seis moléculas de agua. La mayoria de
los compuestos y complejos que forma son azules o verdes y habitualmente

solubles en agua.

En la corteza terrestre presenta una concentracion media de 50 mg-kg-1, siendo
los minerales mas importantes: calcocita (Cu,S), calcopirita (CuFeS,) y malaquita
(CuCO3-Cu(OH),), aunque también aparece en otros minerales como cuprita
(Cuz0), azurita (2CuCO3-Cu(OH),) y bornita (CusFeS,;). En rios y lagos su
concentracion media se encuentra en torno a los 4 pg-L-1, mientras que en el

agua de mar esta en torno a 0,15 pg-L-1 y puede llegar a 200 ng-L-1 en el airel*?.
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Cuando el cobre o sus compuestos se emiten al aire, como sucede con las plantas
industriales que procesan el mineral de cobre, éste lo hace en forma de particulas
que pueden ser arrastradas varios kildbmetros desde la fuente de emision.
Posteriormente, estas particulas se depositaran en el suelo debido a la gravedad o
a las precipitaciones (lluvia o la nieve), o bien pueden llegar hasta el mar, donde
se pueden unir a las particulas suspendidas en el agua, depositandose finalmente

en los sedimentos.

En el caso de las aguas residuales industriales o urbanas el proceso es similar, ya
gue se acumula en los sedimentos de los rios, lagos y estuarios. Una vez que el
cobre llega a los sedimentos, si se producen alteraciones en las caracteristicas
fisicoquimicas del sistema, puede ocurrir que parte de éste se lixivie en el agua y
sea absorbido por los distintos microorganismos presentes en el sistema, o0 sea
retenido en forma particulada en el sistema de filtracion de los organismos
bénticos. Posteriormente, comienza su incorporacion a la cadena trofica hasta

poder llegar al hombre!*?l.

1.4.1.1 Efectos del cobre en la salud En el caso del hombre, los efectos
adversos sobre la salud se manifiestan por dafios en el higado y el rifidn, anemia,
inmunotoxicidad, etc., aunque los mas habituales suelen ser los trastornos
gastrointestinales, que se manifiestan por vémitos, nauseas y dolor abdominal
poco después de ingerir bebidas con contenidos elevados de cobre. Ademas, y
dada la esencialidad de este elemento para el organismo, su deficiencia también
puede provocar algunas enfermedades como anemia, osteoporosis o niveles altos
de colesterol. Por tanto, es necesario que se mantenga una concentracion de
cobre practicamente constante en el organismo para que no se produzcan efectos

sobre la salud [14].

1.4.2 Hierro (Fe) El hierro es un metal de transicion cuyo simbolo quimico es Fe,

su numero atémico es 26, peso atémico relativo 55,845g/mol, presenta niveles de
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oxidacion 2* y 3*, su configuracién electrénica caracteristica es [Ar]3d®4s® Es uno
de los metales mas abundantes en el universo, y el cuarto elemento en frecuencia
en la corteza terrestre. Generalmente es encontrado en el suelo, siendo parte de

diversos minerales, en el agua y en muchos alimentos!*,

Es maleable, tenaz, de color gris plateado y magnético. Los cuatro isGtopos
estables, que se encuentran en la naturaleza, tienen las masas 54, 56, 57 y 58.
Los dos minerales principales son la hematita, Fe,Og3, y la limonita, Fe,03.3H,0.
Las piritas, FeS,, y la cromita, Fe(CrO,),, se explotan como minerales de azufre y
de cromo, respectivamente. El hierro se encuentra en muchos otros minerales y

esta presente en las aguas freaticas y en la hemoglobina roja de la sangre.

La presencia del hierro en el agua provoca precipitacion y coloracion no deseada.

Existen técnicas de separacion del hierro del agual*®.

1.4.2.1 Efectos del hierro sobre la salud El Hierro puede ser encontrado en carne,
productos integrales, patatas y vegetales. El cuerpo humano absorbe Hierro de animales
mas rapido que el Hierro de las plantas. El Hierro es una parte esencial de la
hemoglobina: el agente colorante rojo de la sangre que transporta el oxigeno a través de

nuestros cuerpos.

Puede provocar conjuntivitis, coriorretinitis, y retinitis si contacta con los tejidos y
permanece en ellos. La inhalacion crénica de concentraciones excesivas de
vapores 0 polvos de oOxido de hierro puede resultar en el desarrollo de una
neumoconiosis benigna, llamada siderosis, que es observable como un cambio en
los rayos X. Ningun dafio fisico de la funcién pulmonar se ha asociado con la
siderosis. La inhalacién de concentraciones excesivas de 6xido de hierro puede
incrementar el riesgo de desarrollar cancer de pulmon en trabajadores expuestos
a carcindgenos pulmonares. LD50 (oral, rata) =30 mg/kg. (LD50: Dosis Letal 50.

Dosis individual de una sustancia que provoca la muerte del 50% de la poblacion
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animal debido a la exposicion a la sustancia por cualquier via distinta a la
inhalacion. Normalmente expresada como miligramos o0 gramos de material por

kilogramo de peso del animal.) 7.

1.4.3 Mercurio ElI mercurio es un metal de transicién se encuentra ubicado en el
Grupo 1l de la Tabla Periédica de los Elementos, subgrupo dos, y comparte su

posicién con el cadmio y el zinc.

Su numero atomico es 80 y su peso atébmico 200,66 u.m.a Es el Unico metal
liquido a temperatura ambiente y su dilatacion es uniforme a cualquier
temperatura. Tiene un punto de -39°C y un punto de ebullicion de 356.95°C. Su
densidad es 13,59 g/cm®. Se disuelve en &cido nitrico y &cido sulfdrico
concentrado pero es resistente a los élcalis. Se amalgama con hierro, cobalto,
niquel, molibdeno y tungsteno. Por esta propiedad es utilizado en la extraccion del
oro con el cual también se amalgamal®®l. La solubilidad es muy variable, en agua

es de 50 partes por billén (ppb) y el petréleo varia de 4 a 23 ppbt*.

El mercurio forma soluciones llamadas amalgamas con algunos metales (por

ejemplo, oro, plata, platino, uranio, cobre, plomo, sodio y potasio).

En sus compuestos, el mercurio se encuentra en los estados de oxidacién 2%, 1" y
mas bajos; por ejemplo, HgCl,, Hg.Cl, 0 Hgs(AsFe).. A menudo los atomos de
mercurio presentan dos enlaces covalentes; por ejemplo, Cl-Hg-Cl o Cl-Hg-Hg-CI.
Algunas sales de mercurio (llI), por ejemplo, Hg(NO3), o Hg(ClO,),, son muy
solubles en agua y por lo general estan disociadas. Las soluciones acuosas de
estas sales reaccionan como acidos fuertes a causa de la hidrélisis que ocurre.
Otras sales de mercurio (lll), como HgCl, o Hg(Cn),, también se disuelven en

agua, pero en solucion sélo estan poco disociadas.
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Hay compuestos en que los atomos de mercurio estan directamente enlazados a
atomos de carbono o de nitrogeno; por ejemplo, H3C-Hg-CH3; 0 H3C-CO-NH-Hg-
NH-CO-CH3;. En complejos, como K,(Hgls), a menudo tiene tres o cuatro

enlaces.

1.4.3.1 Efectos del Hg en la salud: El mercurio puede provocar diversos efectos
perjudiciales para la salud. El tipo y la gravedad de estos efectos en la salud
dependen de la forma y la cantidad de mercurio a la que se esté expuesto, y de la
cantidad de mercurio que se haya acumulado en el cuerpo con el tiempo. No es
probable que los compuestos de mercurio inorganico perjudiquen la salud de
personas adultas con los niveles que se han encontrado a veces en los
suministros de agua potable. Los nifios pequefios son mas sensibles que los
adultos al mercurio inorganico ya que sus cuerpos lo absorben mas facilmente. Se
necesita mas informacién sanitaria para determinar si la exposicién a niveles bajos
de mercurio inorganico puede provocar efectos perjudiciales en las personas. En
niveles elevados de contaminaciéon (que no suelen encontrarse en el agua
potable), el mercurio inorganico puede afectar el sistema nervioso provocando
sintomas como irritabilidad, nerviosismo, cambios en la vista y el oido, y
problemas de memoria. En estudios realizados con animales, se ha demostrado
que pequeias cantidades de mercurio inorganico pueden pasar del cuerpo de la
madre al feto. Otros efectos sobre la salud, como dafios en los rifiones, ciertos
tipos de tumores y cambios en el sistema inmunolégico, han sido detectados en

animales expuestos a niveles muy elevados de mercurio inorganico.

Se desconoce si el mercurio inorganico puede provocar estos efectos en las
personas. Los compuestos de mercurio organico son las formas més perjudiciales
del mercurio. La sangre los absorbe con facilidad a través del tracto digestivo y, en
niveles elevados, puede llegar a dafar el sistema nervioso y los rifiones. El
mercurio organico es especialmente perjudicial para los nifios pequefios puesto

gue puede penetrar con facilidad en el sistema nervioso e interferir en el desarrollo
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del cerebro. También puede pasar facilmente de la sangre de la madre al feto y
provocar dafios en el cerebro. No se dispone de suficiente informacion para
demostrar que el mercurio organico provoca cancer en las personas. Los efectos
perjudiciales del mercurio en el sistema nervioso estan bien documentados a partir
de casos en los que algunas personas estuvieron expuestas a niveles elevados de

mercurio en la comida y en el lugar de trabajo!*.

1.4.4 Arsénico El arsénico (As, numero atomico 33, peso atémico 74,922) es un
elemento ampliamente distribuido en la atmédsfera, en la hidrosfera y en la biosfera
(~5x107*% de la corteza terrestre). Si bien una gran cantidad de As en el medio
ambiente proviene de fuentes naturales (meteorizacién, actividad biologica,
emisiones volcanicas), existe una importante contribucion a partir de actividades
antropogénicas, tales como procesos industriales (mineria, fundicion de metales,

pesticidas, conservantes de la madera, etc.).

El elemento puede estar presente en distintos estados de oxidacién (—lll, 0, Ill, V)

y en formas inorganicas y organicas, en un amplio rango de concentraciones en

aire, agua, suelos, vegetales y animales. Las especies quimicas mas importantes

son:

« Arseniato y otras formas inorgénicas de As(V)

« Arsenito y otras formas inorganicas de As(lll)

+ Formas metiladas de As (V) como el acido dimetilarsinico (DMA(V), el
monometilarsonato (MMA(V)) y otras formas organicas de As(V).

« Formas metiladas de As(lll) como el &cido dimetilarsenioso (DMA(III)) y otras
formas organicas de As(lll)

« Oxido de trimetilarsina (TMAO(V))

+ Arsenobetaina (AB)

« Arsenocolina (AC)

« Cation tetrametilarsonio (TMA+)

+ ArsenoazUcares
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« Arsenolipidos

+ Otras especies

Las formas fisicoquimicas individuales pueden incluir material particulado y formas
disueltas como especies inorganicas simples, complejos organicos o el elemento
adsorbido en particulas coloidales. La especiacion del arsénico en materiales
ambientales es de interés debido a los diferentes niveles de toxicidad exhibidos

por las distintas especies.

Con relacion a este aspecto, el arsenito es la forma inorganica mas téxica, 10
veces mas que el arseniato. La toxicidad de especies metiladas de As(lll) y As(V)

es variada. AB y AC son virtualmente no toxicast®?.

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 oxidacién mas predominantes son As* y As*, en menor proporcién y
poco comunes las especies As® y As™. Las condiciones redox y el pH, del medio
donde se encuentra el As, controlan su estado de oxidacién, ambas especies
predominantes son méviles en los medios acuosos, el As** estado de oxidacién
mas movil y el de mayor toxicidad y dependiendo del pH se encuentran en esos

estados!?,

1.4.4.1 Efectos del As en la salud El Arsénico es uno de los mas toxicos
elementos que pueden ser encontrados. Debido a sus efectos toxicos, los enlaces
de Arsénico inorganico ocurren en la tierra naturalmente en pequefias cantidades.
Los humanos pueden ser expuestos al Arsénico a través de la comida, agua y

aire.

La exposicion puede también ocurrir a través del contacto con la piel con suelo o
agua que contenga Arsénico.
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Los niveles de Arsénico en la comida son bastante bajos, no es afiadido debido a
su toxicidad, pero los niveles de Arsénico en peces y mariscos puede ser alta,
porque los peces absorben Arsénico del agua donde viven. Por suerte esto esta
es mayormente la forma de Arsénico organico menos dafiina, pero peces que
contienen significantes cantidades de Arsénico inorganico pueden ser un peligro

para la salud humana.

La exposicion al Arsénico puede ser mas alta para la gente que trabaja con
Arsénico, para gente que bebe significantes cantidades de vino, para gente que
vive en casas que contienen conservantes de la madera y gente que viven en

granjas donde el Arsénico de los pesticidas ha sido aplicado en el pasado.

La exposicion al Arsénico inorganico puede causar varios efectos sobre la salud,
como es irritacion del estbmago e intestinos, disminucion en la produccién de
glébulos rojos y blancos, cambios en la piel, e irritacibn de los pulmones. Es
sugerido que la toma de significantes cantidades de Arsénico inorganico puede
intensificar las posibilidades de desarrollar cancer, especialmente las posibilidades

de desarrollo de cancer de piel, pulmén, higado, linfa.

A exposiciones muy altas de Arsénico inorganico puede causar infertilidad y
abortos en mujeres, puede causar perturbacion de la piel, pérdida de la resistencia
a infecciones, perturbacion en el corazon y dafio del cerebro tanto en hombres
como en mujeres. Finalmente, el Arsénico inorganico puede dafiar el ADN. El
Arsénico organico no puede causar cancer, ni tampoco dafio al ADN. Pero
exposiciones a dosis elevadas puede causar ciertos efectos sobre la salud

humana, como es lesién de nervios y dolores de estémago 241,
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1.5 METALES EN EL MEDIO AMBIENTE

1.5.1. Riesgos de la salud por contaminacion con metales pesados Algunos
metales como cobalto, cromo, hierro, zinc, entre otros, son vitales en procesos
metabdlicos pues hacen parte de metaloenzimas, mientras otros como arsénico,
mercurio y plomo tiene efectos adversos y no se conocen mecanismos de
homedstasis en humanos %!, En los seres humanos, la deficiencia o el exceso de
un oligoelemento puede influenciar la adsorcion, distribucién, metabolismo y la
eliminacion de otros. Por ejemplo la deficiencia de hierro, conocida como anemia
hipocrémica, causa un aumento en la adsorcion de plomo y cadmio en el tracto

gastrointestinal ©?°!.

1.5.1.1 Efectos medio ambientales del cobre El cobre se encuentra en todos los
compartimentos ambientales de forma natural, por lo que su acumulacién a través
de la cadena alimentaria debe provenir de su incorporacion al medio por otras
vias. Esta acumulacién se realiza por procesos naturales, como pueden ser las
erupciones volcanicas, los incendios forestales (no provocados), el polvo
arrastrado por el aire, los restos de fauna y vegetaciéon o la espuma del mar, y por
las actividades antropogénicas, entre las mas importantes se pueden citar:
combustion de residuos y combustibles fésiles, aguas residuales industriales y
urbanas, residuos de mineria, produccion de madera, produccion de fertilizantes,
etc. Cuando el cobre o sus compuestos se emiten al aire, como sucede con las
plantas industriales que procesan el mineral de cobre, éste lo hace en forma de
particulas que pueden ser arrastradas varios kilbmetros desde la fuente de

emision.

Posteriormente, estas particulas se depositaran en el suelo debido a la gravedad o
a las precipitaciones (lluvia o la nieve), o bien pueden llegar hasta el mar, donde
se pueden unir a las particulas suspendidas en el agua, depositandose finalmente

en los sedimentos. En el caso de las aguas residuales industriales o urbanas el
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proceso es similar, ya que se acumula en los sedimentos de los rios, lagos y
estuarios. Una vez que el cobre llega a los sedimentos, si se producen
alteraciones en las caracteristicas fisicoquimicas del sistema, puede ocurrir que
parte de éste se lixivie en el agua y sea absorbido por los distintos
microorganismos presentes en el sistema, o sea retenido en forma particulada en
el sistema de filtracion de los organismos bénticos. Posteriormente, comienza su

incorporacion a la cadena tréfica hasta poder llegar al hombre 4.

1.5.1.2 Efectos medio ambientales del hierro EI hierro (lll)-O-arsenito,
pentahidratado puede ser peligroso para el medio ambiente; se debe prestar
especial atencion a las plantas, el aire y el agua. Se recomienda encarecidamente
gue no se permita que el producto entre en el medio ambiente porque persiste en

éstel®l,

1.5.1.3 Efectos medio ambiente del mercurio Varias formas de mercurio se dan
de manera natural en el medio ambiente. Las formas naturales de mercurio mas
comunes en el medio ambiente son el mercurio metalico, sulfuro de mercurio,
cloruro de mercurio y metilmercurio. Ciertos microorganismos y procesos naturales

pueden hacer que el mercurio en el medio ambiente pase de una forma a otra.

El mercurio elemental en la atmosfera puede transformarse en formas inorganicas
de mercurio, lo que abre una significativa via para la sedimentacion de mercurio
elemental emitido. EI compuesto organico de mercurio mas comuin que generan
los microorganismos y procesos naturales a partir de otras formas es el
metilmercurio. ElI metilmercurio es particularmente inquietante porque puede
acumularse (bioacumulacion y biomagnificacién) en muchos peces de agua dulce
y salada comestibles, asi como en mamiferos marinos comestibles, en

concentraciones miles de veces mayores que las de las aguas circundantes.
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Por tratarse de un elemento, el mercurio no se puede descomponer ni degradar en
sustancias inofensivas. Durante su ciclo, el mercurio puede cambiar de estado y
especie, pero su forma mas simple es el mercurio elemental, de suyo nocivo para
los seres humanos y el medio ambiente. Una vez liberado a partir de los
minerales, o depdsitos de combustibles fésiles y minerales yacentes en la corteza
terrestre, y emitido a la biosfera, el mercurio puede tener una gran movilidad y
circular entre la superficie terrestre y la atmosfera. Los suelos superficiales de la
tierra, las aguas y los sedimentos de fondo se consideran los principales depoésitos
biosféricos de mercurio 7,

En condiciones naturales, el mercurio se da en alguno de los siguientes estados:

= Como vapor metalico y mercurio liquido/elemental

* Unido a minerales que contienen mercurio (sélido)

= Como iones en solucion o unido a compuestos idnicos (sales inorganicas y

» organicas)

= Como complejos iénicos solubles

= Como compuestos organicos no idnicos gaseosos o disueltos

= Unido a particulas o materia organica o inorganica mediante adsorcion ionica,

electrofilica o lipofilica.
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Figura 1. Ciclo Biogeoquimico del mercurio 2.

1.5.1.4 Efectos del As en el medio ambiente La distribucion del As en la
naturaleza, proviene de fuentes naturales, los procesos geol6gicos 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, la concentracion elevada de este de este elemento

en el agua y en el suelo son considerados potencialmente téxicos!®?.

1.5.2. Metales presentes en el agua Los metales presentes en el agua son
diversos y generalmente contaminan los cuerpos de agua por la actividad humana,
causando graves estragos al medio ambiente y a la poblacibn en general,
disminuyendo la ya reducida cantidad de agua para consumo humano ya

existente.
Las aguas procedentes de las industrias como la mineria, la de recubrimientos

metalicos, las fundidoras y otras mas, contaminan el agua con diversos metales.

Por ejemplo las sales de metales como el zinc, el mercurio, la plata y el cadmio
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son muy toxicas para la flora y fauna terrestres y acuaticas. Las sales solubles en
agua de los metales pesados son muy toxicas y acumulables por los organismos
que las absorben, los cuales a su vez son fuente de contaminacion de las cadenas
alimenticias al ser ingeridos por uno de sus eslabones dentro de los cuales podria
estar el hombre (procesos de bioacumulacién y biomagnificacion)!*4!.

1.6 TOXICIDAD DE LOS METALES PESADOS

1.6.1. Toxicidad Cobre La ingesta diaria de cobre (Cu) varia enormemente
dependiendo del tipo de dieta seguida. ElI Cu necesario para el mantenimiento de
la fisiologia normal en los humanos se obtiene tanto del agua como de los
alimentos. El agua de bebida tiene una concentracion promedio de 4-10 ug Cu/L, y

en su mayoria se encuentra unido a la materia organica presente en ella.

1.6.2. Toxicidad Hierro El hierro es un metal esencial para todos organismos
vivos y es el segundo metal més abundante en la Tierra (cerca del 4,7% de la
corteza de la Tierra es hierro). Debido a que forma parte de la hemoglobina de la
sangre de los peces, debe ser incluido como uno de los ingredientes de su dieta.
Cuando el hierro se presenta con una concentracion demasiado alta en el agua,
puede causar dafio a los peces e incluso la muerte. El hierro se puede presentar
en diferentes estados, Fe?* (hierro ferroso) y Fe** (hierro férrico). Cuando el Fe**,
entra en contacto con el aire, se oxida a Fe®*. En peces, esta reaccién puede
generar obstruccién branquial por acumulacién de hidréoxido de hierro, causando
efectos subletales o mortalidad. El tiempo que demore en presentarse esta
adherencia de hierro, va a depender del pH del agua, su salinidad y su

temperatura.
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1.6.3. Toxicidad Arsénico La mayor fuente de contaminacion de arsénico es por
via hidrica, ya que al ser un medio que transporta en mayor proporcion que el

suelo, tiene mayores posibilidades de contaminar cierta region y sus individuos.

1.6.4. Toxicidad Mercurio La toxicidad del mercurio depende de su forma
guimica y, por lo tanto, los sintomas y signos varian segun se trate de exposicion
al mercurio elemental, a los compuestos inorganicos de mercurio, 0 a los
compuestos organicos de mercurio (en particular los compuestos de alquilmercurio

como sales de metilmercurio y etilmercurio, y el dimetilmercurio).

1.7 ANALISIS DEL RECURSO HIDRICO

Para el desarrollo del analisis de sustancias contaminantes en agua se hace
necesario contemplar la normativa de calidad SM, resolucién 0631-2015, para asi
asegurar la eficacia del analisis, el cual esta constituido por las siguientes etapas:
muestreo, pre-tratamiento de la muestra, medicion (mediante ensayos quimicos
y/o técnicas instrumentales) y tratamiento estadistico de datos obtenidos como se

muestra en la figura N°2 B,
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Figura 2. Etapas del desarrollo para anélisis de calidad de los recursos

hidricos.
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El objetivo de la etapa de muestreo es recolectar una muestra que

sea

representativa del cuerpo de agua que se requiere analizar. En este proceso se

tienen en cuenta aspectos tales como la eleccion adecuada de los equipos y

contenedores usados, asi como la aplicacion de protocolos de conservacion de los

analitos.

En la mayoria de los casos se requiere efectuar un pre-tratamiento a las muestras

con el fin de eliminar o minimizar posibles interferencias, lo cual se logra por

filtracion, pre-concentracion, separacion, reaccion previa y formacién de derivados,

entre otros. Una vez adecuada la muestra, se procede a la determinacién del

analito, para esto es necesario seleccionar el método mas idéneo en funcion de la

sensibilidad y selectividad requerida en el problema de anélisis.
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De esta forma, se obtendran una serie de valores que posteriormente se
transformaran mediante un tratamiento estadistico en resultados analiticos Utiles
para la interpretacion medioambiental de los mismos. Esto se debe a que con
base en ellos se llegan a establecer leyes y normas de mitigacién, control de la

contaminacién y proteccién del medio ambientel*l.

1.7.1 Aseguramiento de la calidad analitica de datos ambientales EI
aseguramiento de la calidad analitica es fundamental en los laboratorios de
analisis ambiental, ya que expone a los clientes y a los organismos de control que
las evaluaciones se hacen de forma transparente, objetiva, documentada, y que
los procedimientos de todos los estudios o analisis ambientales requeridos por las

autoridades competentes son confiables y de calidad.

Para garantizar la confiabilidad de las medidas se deben cumplir con una serie de
actividades sistematicas y planificadas, entre las cuales se encuentra la validacion
de las metodologias analiticas. Siendo este proceso un requisito de la norma NTC-
ISO-IEC 17025.

Por tanto, los laboratorios deben validar todos los métodos que utilicen a través de
la demostracién formal de las figuras analiticas de mérito que se muestran en la
figura N° 3 cuyo fin sera la acreditacion de cada uno de los métodos que se

ofrecen en los laboratorios™?.
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Figura 3. Figuras de mérito en la estandarizacion de metodologias

analiticas?.
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1.8. ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

1.8.1. Generalidades de absorcion atomica La técnica de Absorcion Atémica
(AA) se fundamenta en la espectroscopia Optica; esta a su vez, parte de los
diagramas de niveles de energia para explicar las posibles transiciones de los
electrones externos a niveles superiores debido a la absorcion de una cantidad de

energia o longitud de onda especifica segn el tipo de atomo B,

Este método permite llevar a cabo un analisis cualitativo y cuantitativo de entre 70
a 80 elementos. Los limites deteccién para muchos de estos metales son menores
a una parte por mil millones. La espectroscopia puede estar basada en la
medicion de absorcion, emision o fluorescencia, de las cuales la espectroscopia
de absorcién atdmica es la que mas se utiliza de las tres. En esta es necesario
llevar la muestra a un estado de vapor atdbmico. Este proceso, conocido como
atomizacion, consiste en volatilizar la muestra y descomponerla en sus atomos y
quiza algunos iones gaseosos. Para la atomizacion de las muestras se utilizan

principalmente la llama y la atomizacion al horno. El principio de operacién de un
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espectrémetro de absorcién atomica se observa en la figura N° 4. La radiaciéon del
elemento que interesa, cuya fuente de luz suele ser una lampara de catodo hueco,
se direcciona a través de una llama que contiene el gas atomico. La solucion del
analito se nebuliza por medio de un atomizador o nebulizador en finas gotas y se
lleva a la llama. El disolvente de las gotas se evapora de inmediato y las particulas
de sal se descomponen en sus atomos, iones y electrones. Los atomos de la
muestra absorberan la radiacion que emita el mismo atomo en la lampara de
catodo hueco, con lo que se atenla la energia de la fuente. Mediante un
monocromador se separa la linea espectral del elemento que interesa de cualquier
otra radiacion que venga de la fuente o de la llama. La energia radiante de la llama

se transforma en corriente eléctrica mediante un tubo fotomultiplicador (31,

Figura 4. Esquema espectrofotdmetro de llama por absorcion atomica de

doble haz.

Lampara catodo '
i
hueco i
1
i
1
1

{2y X1+ o)
Espejo
Obturador semiplateado Transductor

Nebulizador

Muestra

El andlisis cuantitativo basado en la ley de Beer, para la absorcién molecular, se
aplica igualmente a la absorcion atomica. Este método es bastante selectivo
debido a que las lineas que emite la lampara de catodo hueco son muy finas
(0,002 a 0,005 nm).
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1.8.2. Generacion de Hidruros [32] La generacién de hidruros (HG) es un
mecanismo complementario de atomizacion de la muestra de ensayo en
espectrometria de absorcion atdmica; el analito reacciona con un agente reductor
en un dispositivo externo, desde alli el hidruro formando es conducido por un gas
de arrastre hacia una celda de cuarzo. Los elementos que pueden ser analizados
son Te, Sn, Se, Sb, Pb, Ge, Bi, As y Hg.

La técnica de absorcion atbmica con generacion de hidruros permite cuantificar en
el orden de ppb o ultratrazas elementos como As, Se, Hg, Sn, Sb, Ge, Bi y Te,
que tienen la propiedad de formar el hidruro correspondiente. La muestra disuelta
en acido diluido se mezcla con un agente reductor, tal como una solucion de cinc y
acido clorhidrico, cloruro de estafio (SnCl;) o borohidruro de sodio (NaBH,). Esta
reaccion produce H atdmico que reacciona con el As, Se, Hg, Sn, Pb, Sb, Ge, Biy

Te en la solucién para formar hidruros volatiles.

El borohidruro de sodio es el reductor mas utilizado. EI mecanismo de formacion
de los hidruros es complicado, y se han propuesto las siguientes reacciones 2,
donde R se refiere a un radical organico o puede ser hidrégeno, por ejemplo:

RAs(0)(OH);_, + H* + BH; — RAs(OH);_, + H,0+ BH; Ec.1

RAs(OH);_, + (3 —n)BH; + (3 —n)H* - RAsH;_, + (3 —n)BH; + (3 — n)H,0
Ec.2

BH; + 3H,0 —» H3;BO; +3H, Ec. 3
Los hidruros voléatiles como la arsina (AsHz) son arrastrados por un gas portador

como nitrdgeno a una celda de cuarzo, que es calentada por una llama de aire-

acetileno a una temperatura optimizada para producir la atomizacion del analito.
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Cuando los gases pasan a través de este tubo calentado, ocurre una

descomposicion térmica, y se liberan los atomos del elemento:
2AsH; — 2As®+3H, Ec.4

Al pasar la luz emitida por la lampara a través del conjunto de &tomos, la
absorcion crece a medida que éstos se producen, llega a un maximo y cae al
consumirse el analito y agotarse los atomos de la celda de absorcion. Se puede
registrar el maximo de absorcion, que corresponde a la altura de pico, o el area
bajo la curva, para relacionarlas con la concentracién del analito. La cuantificacion
de las diferentes especies de As puede realizarse separandolas antes de la
formacioén del hidruro mediante procedimientos como la cromatografia 4, o bien a
través del cambio en las condiciones de formacion de los hidruros como tiempos

de reaccion y reactivos especificos ¥ %39,

En esta técnica, los metales disueltos son llevados a su forma atdmica elemental
mediante calentamiento por una llama generada por una mezcla de gases
combustibles. Las mezclas mas empleadas son: aire-acetileno y argon. Las

temperaturas de la llama van de 1900 °C a 2800 °C.

Los atomos en forma de nube gaseosa, son irradiados por un haz de luz de una
longitud de onda especifica, de acuerdo con el metal analizado; esto se logra
mediante el empleo de lamparas con catodo del metal de interés o con lamparas
de descarga sin electrodo. Los &tomos absorben una fraccién de la radiacion
proveniente de la ldmpara y la fraccidén restante es captada por un fotodetector y
un dispositivo transductor, que la convierten en una sefal eléctrica, que

posteriormente es registrada por un software.

Como se mencion0 anteriormente, el valor de sefial obtenido es proporcional a la

concentracién de los atomos presentes en la nube de gases; de este modo es
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posible construir una curva de calibracién analizando soluciones patrén de
concentraciéon conocida y midiendo la magnitud de la absorcion de cada una de

ellas.

Una variante de la absorcién atébmica por llama es la generacion de hidruros
donde se emplea para la determinacion de algunos elementos volatiles y
semivolatiles (As, Hg, Se, Te, Bi, Sn y Sb), cuya sensibilidad es muy baja al ser
determinados por llama directa. Aplicando la técnica de generacion de hidruros se
alcanzan limites de deteccién del orden de 1 ppb.

En esta ultima, el analito reacciona con borohidruro de sodio y/o cloruro de estafio
en medio acido para formar el hidruro del metal, muy volatil. El hidruro del metal
de interés es conducido hacia una celda calentada por la llama o calentamiento

eléctrico, mediante un gas de arrastre inerte.
Una vez el vapor llega a la celda, el hidruro se descompone por accion de la

temperatura liberando el metal en estado atomico; alli los atomos son irradiados

por un haz de luz de longitud de onda especifica y se produce la absorcion 1.
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Figura 5: Diagrama esquematico del sistema de FIAS 100 para la generacion

de hidruros automatizado tomado del manual fabricante Perkin Elmer.
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Existen basicamente tres modos de generacion de hidruros en solucion:
v Flujo continuo (FC)

v" Inyeccion en flujo (IF) y
v" De modo manual

Sistema de flujo continto

En el modo de generaciéon de hidruros a través de flujo continuo, un flujo constante
de la solucion de la muestra se mezcla con un flujo constante de la solucion de
NaBH; y el gas de purga. Las distintas fases (liquida y gaseosa) son luego
separadas (en un separador de fases) y la mezcla de los gases resultantes es

conducida hasta el atomizador, como se muestra en la figura 6 &1,
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Figura 6: Esquema de un sistema de generaciéon de hidruros en Flujo

Continuo con deteccién por Espectroscopia de Absorcién Atémical®.
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Sistemas de inyeccién en flujo

El modo de inyeccion en flujo es muy similar al de flujo continuo con una diferencia
que en lugar de un flujo constante de muestra se utiliza un flujo constante de

solucion portadora en el cual se inyecta un segmento de la muestra, como se

muestra en la figura 7. &

Figura 7: Esquema de un sistema de generacion de hidruros por inyeccién

en Flujo con deteccién por Espectroscopia de Absorcion Atémica. !
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Sistemas en modo manual “in Batch”

En el modo manual, en un envase de vidrio o plastico el cual sirve tanto como de
reactor como de separador de fases, se colocan de manera sucesiva una cantidad
fija de solucion de la muestra y del reductor (NaBH,), asi finalmente el hidruro
generado, es removido del envase con el gas de arrastre, como se muestra en la

figura 8. I°!

Figura 8: Esquema de un sistema por carga de generacion de hidruros. !

Analito

Gas

de arrastre Detector

Reactor

1.8.3 Interferencias en absorcion atdmica por llamay generacién de hidruros
Las interferencias en absorcion atomica son tradicionalmente clasificadas en
espectrales, quimicas y fisicas. Las interferencias espectrales se generan cuando
dos elementos absorben a longitudes de onda muy similares, por ejemplo, la
absorcion del cobre ocurre a 324,754 nm y la absorcion del europio es a 324,753
nm, un equipo de baja resolucién no genera longitudes de onda diferenciables en
la tercera cifra decimal, presentando problemas para su cuantificacion, estan
asociadas al solapamiento de bandas espectrales que no pueden ser resueltas.
Las interferencias quimicas se presentan cuando se forman en solucion
compuestos muy estables que no se disocian en la atomizacién como por ejemplo

la formacion de sulfatos y fosfatos con metales alcalinos y alcalinotérreos, estan
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relacionadas con los procesos quimicos que se llevan a cabo durante la
atomizacion , los cuales modifican la absorcion del analito. Las interferencias
fisicas ocurren cuando hay solidos en suspension que taponan los ductos y dafian
la atomizacion. A continuacion se describiran en detalle los dos tipos de

interferencias que generan un mayor impacto:

a. Interferencias quimicas:

» Formacion de compuestos estables: Se genera por el efecto de aniones y
cationes lo cuales crean compuestos poco volatiles a la temperatura normal de
la llama generando una reduccion considerable en la sensibilidad, en ciertos
casos es posible disminuir estas interferencias al aumentar progresivamente la
temperatura de la llama. De igual manera, se emplean agentes liberadores que
interactian con el i6n de interferencia para disminuir o evitar la formaciéon de
dichos compuestos, entre estos caracteristicos estan los iones de estroncio o
lantano; para este mismo fin, se emplean agentes protectores los cuales
generan compuestos estable de alta volatilidad en el analito de interés; también
lo son estos tres ejemplo la sal de amonio del &cido 1-pirrodinacarboditioico

(APDC), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y la 8-hidroxiquimolina.

= Jonizacion: Es caracteristico en metales con facil ionizacion, los iones
generados por estos metales absorben longitudes de onda diferentes del
atomo en su estado basal o neutro, por ende la respuesta obtenida

corresponde a un namero de especies menor que el real.

= Equilibrios de disociacion: se da en la formacion de diversos compuestos en
el nucleo de la llama producto a la presencia de diferentes tipos de iones. Es
aqui donde se genere posiblemente este equilibrio a su vez ocasiona un

disminucion en la sefal.
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b. Interferencias espectrales: no son muy frecuentes en absorcion atémica,
entre ellas se da la cercania entre las longitudes de onda de algunos
elementos, la formacion de particulas sdlidas que dispersan el haz proveniente
de la ldmpara de cétodo hueco y el efecto de la matriz en relacion al analito de

interés.

1.9 CUANTIFICACION DE METALES PESADOS

La absorcion atdbmica es considerada un método cuantitativo esta emplea la ley de
Lambert-Beer, para relacionar la atenuacion de la radiacion proveniente del haz
con la concentraciéon del analito. Anexo a esto, se tiene en cuenta la longitud del
camino éptico y el coeficiente de extincién molar BY. La expresién matematica que

resume esta ley esta en la ecuacién 5:
A = abC Ecuacion N° 5

Donde

A= Absorbancia de la muestra de ensayo
a= Absortividad molar

b= Longitud del camino 6ptico

C = Concentracion del analito de interés

Toda especie molecular absorbe radiacion electromagnética de su misma
frecuencia. Este proceso genera una absorcién de radiacion del haz incidente
proveniente de la fuente, esta es la respuesta de la disminucién del haz, que
finalmente es la sefial obtenida que se amplificara por el fotomultiplicador, como

se puede ver en la figura N° 9:
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Figura 9. Reduccion de un haz de radiacion por efecto de absorcion.

lo
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1.10 NORMATIVIDAD

}En nuestro pais la norma estipulada para la calidad del Agua esta regida por la
Resolucion 2115, en la cual se nombran caracteristicas, instrumentos basicos y
frecuencias del sistema de control y vigilancia de la calidad del agua apta para el

consumo humano =8

Articulo 5° Caracteristicas Quimicas que tienen reconocido efecto adverso en la

salud humana

Tabla 2: Valor aceptable para cobre, hierro, arsénico y mercurio segun

resoluciéon 2115

Valor maximo Valor méximo
Expresado [39]
Elementos aceptable aceptable (mg/L)
como 58]
(mg/L)
Arsénico As 0,01 0,10
Cobre Cu 1,0 1,0
Hierro Fe -- Andlisis y Reporte
Mercurio Hg 0,001 0,002
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Para el vertimiento de residuos liquidos, las concentraciones para el control de la
carga de sustancias de interés sanitario deben ser de 0,01 mg As/L, 1 mg Cu/L,
0,02 mg Hg/L; Fe no registral®® y en vigencia con la resolucién N° 06315%. En
Colombia existe una carencia de normas ambientales que decreten las
concentraciones maximas permisibles para recomendar la proteccion de aguas en

sitios contaminados con estos metales.

1.11 ACREDITACION EN COLOMBIA

La acreditacion, basados en el decreto 2269/93 proceso mediante el cual se
registra la competencia técnica y la idoneidad de organismos de certificacion e

inspeccion, laboratorios de ensayo y metrologia.

Ventajas que cuentan los laboratorios que se acreditan:

[100Asegurar el cumplimiento de condiciones de seguridad y calidad dentro de la
competencia,

[JCJProporciona un comercio rapido y con menores costos de transaccion,
[100Muestra competitividad, seguridad en los productos ofrecidos y se abre al

comercio internacional, ciencia y tecnologia.

El papel de la acreditacion es el de otorgar confianza a los resultados de
evaluacion de la conformidad respecto del cumplimiento de normas técnicas o
reglamentos técnicos, basandose principalmente en el los procedimientos
aceptados globalmente y la verificacion de las condiciones de aseguramiento

metroldgico.

El proceso de acreditacion es confiable puesto que es el resultado de un proceso

global de definicion de los requisitos, tanto de la actividad de acreditacion y de los
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organismos que la desarrollan como de cada uno de los tipos de organismos de
evaluacion de la conformidad que sean acreditables.

Confianza en la acreditacion:

100Competencia técnica

[10Independencia e imparcialidad

O0Procedimientos globalmente aceptados

D OEsquema de vigilancia

[10Evaluacién por pares / Reconocimiento internacional

La acreditacion se debe realizar de conformidad con la norma NTC ISO/IEC
17011, aplicable al organismo de acreditacion y de acuerdo con las normas
técnicas para cada una de las modalidades de organismos de evaluacién. El
laboratorio de estudios ambientales de la Universidad Pontificia Bolivariana, se
encuentra clasificado dentro de los laboratorios de ensayo o prueba, los cuales
deben cumplir con la norma ISO/IEC 17025:1995.

Los aspectos que se evallian en el proceso de acreditacion son:

= QOrganizacion: existencia legal, imparcialidad.

= Competencia técnica: recurso humano, recursos documentales, trazabilidad y
atestacion.

= Sistema de gestion: manual de calidad, procedimientos, documentos “°.

1.12 COMPETENCIA EN LOS LABORATORIOS NTC-ISO/IEC 17025

La competitividad de los laboratorios de ensayo y calibracion, es un factor
determinante para avalar la confiabilidad de la respuesta de los mismos. La norma
internacional ISO/IEC 17025, es una referencia documental de requisitos
necesarios que todo laboratorio de ensayo y calibracion debe implementar para

demostrar confiabilidad en las mediciones.
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Dentro de la seleccién de los métodos analiticos de andlisis o calibracion, los
laboratorios pueden aplicar métodos y procedimientos convenientes para todos los
ensayos, que se encuentren divulgados en normas internacionales y/o nacionales,
libros o revistas técnicas especializadas, publicados por organizaciones técnicas
reconocidas o especificados por el fabricante del equipo. Estos métodos deben ser

validados para su aplicacion en los laboratorios (18],

1.13 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Bajo el concepto de validacion en la norma ISO 9000:2005, es la confirmacion
mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos
para una utilizacion o aplicacion especifica prevista. Dicho requisito analitico debe
estar de acuerdo con el problema que se pretende resolver. Es por ello que la
validacién de métodos de ensayo, es el proceso de establecer las caracteristicas
de desempefio y limitaciones del método, asi como, la identificacion de atributos

que pueden modificar esas caracteristicas Y.

En este proceso, la determinacion de los pardmetros de desempefio o figuras de
mérito, se debe realizar empleando equipos dentro de unas especificaciones de
trabajo y calibracion pertinente. Igualmente, el responsable de la validacion debe
ser técnicamente competente en el campo de trabajo y debe poseer suficiente
conocimiento del mismo, con el fin de garantizar la capacidad de tomar decisiones

apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras avanza el estudio 2.

Dentro de las figuras de mérito mas importantes a determinar, encontramos la

exactitud, error, limite de cuantificacion, limite de deteccion, precision,

recuperacion, desviacion estandar y estimacién de la incertidumbre, entre otros.
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1.13.1 Exactitud La exactitud se define como la proximidad entre el resultado de
una medicion y el valor de referencia aceptado para la misma. Este término se
describe normalmente por medio de errores absolutos y relativos. El error absoluto
es la diferencia entre la media de un numero de mediciones y el valor tedrico
aceptado como correcto. El error relativo es la division del error absoluto y el valor

tedrico, multiplicado por cien %43,

1.13.1.1 Errores Durante las diferentes mediciones en los ensayos, pueden
presentarse desviaciones entre las diferentes medidas, estas desviaciones se
pueden deber a los diferentes tipos de errores que se pueden presentar durante
un proceso de medicion. Estos errores pueden ser de dos tipos, aleatorios y
sistematicos. Los aleatorios son aquellos errores indeterminados, de los cuales
no se conoce su naturaleza y que afectan la precision de una medicion. Los
sisteméaticos, son aquellos que pueden determinarse, y ocasionan que la media
de una serie de datos difiera del valor aceptado (exactitud de las medidas); estos
errores pueden ser debidos al instrumento, al comportamiento quimico y fisico no
ideal de los sistemas analiticos, y los debidos al personal que realiza el andlisis ya
sea por falta de precaucion o de experiencia .

1.13.1.2 Precision Es la proximidad de concordancia entre los resultados de
pruebas independientes obtenidos bajo condiciones determinadas. La precision
depende soélo de la distribucion de los errores aleatorios y no se relaciona con el
valor verdadero esperado. La medida de la precisiébn generalmente, se expresa en
términos de una desviacion estandar de los resultados de la prueba. También

puede expresarse en términos de la varianza y el coeficiente de variacion % 43,

1.1.3.2 Desviacion estdndar Es una medida del grado de dispersién de los
valores alrededor de una media, es decir, la precisibn que existe en una
distribucion de valores. La desviacion estandar de una poblacion de n valores, o,

esta dada por la siguiente expresion 2.
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n —12
o= [EmBTW e

n

Generalmente, en los ensayos se analiza una muestra y no toda la poblacion. En

este caso la desviacion estandar para la muestra, s, esta dada por “41:

1 (xi—%)?

n-1

s = Ec. 7

1.13.3 Sensibilidad Es una medida de su capacidad de diferenciar pequefas
concentraciones de un analito. Cuantitativamente, la sensibilidad de calibrado de
un método se define como la pendiente de la curva de calibracion, es decir, la

relacion de la sefial del método con respecto a la concentracion de analito 2.

1.13.4 Recuperacién La recuperacion es la fraccion de analito adicionada a una
muestra de prueba (muestra adicionada), previa al analisis que es determinada
efectivamente por el método; este parametro se expresa en porcentaje de

recuperacion (%R), y se calcula de la siguiente forma:

CF-CU
CA

%Rz[ ]*100 Ec. 8

Donde CF es la concentracion de analito medida en la muestra fortificada, CU es
la concentracion de analito medida en la muestra sin fortificar y CA es la

concentracion del analito adicionado en la muestra fortificada .

1.13.5 Limite de deteccién y cuantificaciéon del método El limite de deteccion
del método (LDM) se define como, la menor concentracion de analito en una
muestra que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse bajo unas

condiciones establecidas de andlisis. El limite de cuantificacion del método es la
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menor concentracion de un analito que puede determinarse con una precision y

una exactitud determinada, bajo unas condiciones de ensayo establecidas > *3!.

1.13.6 Incertidumbre La incertidumbre es un paradmetro asociado al resultado de
una medida, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian atribuirse
razonablemente al mensurando. Esta dispersion de los resultados que pueden ser

atribuidos al mensurando, se cuantifican con la incertidumbre 4244,

La incertidumbre de la medicion comprende en general muchos componentes.
Algunos de ellos pueden evaluarse a partir de la distribucion estadistica de los
resultados de una serie de mediciones y pueden caracterizarse por medio de
desviaciones estandar experimentales. Los otros componentes, que también
pueden ser caracterizados por desviaciones estandar, son evaluados a partir de
distribuciones de probabilidad supuestas basadas en la experiencia u otra
informacion. Se entiende que el resultado de la medicién es la mejor estimacion
del valor del mensurando y que todos los componentes de la incertidumbre,
incluyendo aquéllos provenientes de efectos sistematicos, contribuyen a la
dispersion 2,

Dentro de las diferentes fuentes de incertidumbre que puede tener una medida,
encontramos la incertidumbre debido a la pesada en una balanza, a la medicion

de un volumen, a un aforo, a la calibracién de un equipo, entre otros.

1.13.6.1 Clasificacion de la incertidumbre Para poder cuantificar el valor de la
incertidumbre, es necesario saber el tipo de incertidumbre que se nos puede
presentar, ya sea tipo A o tipo B. La incertidumbre tipo A, es aquella que podemos
hallar experimentalmente en el laboratorio, por medio de replicados en el

laboratorio y proviene de los errores aleatorios 23],
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La incertidumbre tipo B, es aquella que podemos obtener de la informacién de un
certificado bien sea de calibracion, de pureza de un reactivo, de la tolerancia del
material volumétrico, de manuales de instrumentos, entre otros. Este tipo de

incertidumbre esta asociada a los errores sistematicos %,

Para el calculo de la incertidumbre, existen diferentes formas, dependiendo de las

funciones de distribucion de las variables a analizar:

= Distribucion rectangular: es la encontrada en los certificados de calidad y

magnitudes descritas por rangos. Se calcula de la siguiente forma [451.

a

7 Ec. 9

u(x) =

= Distribucion triangular: en este tipo de distribucion, la informacion disponible
acerca de x, es menos limitada que la de un rectangulo distribucion. Una
estimacion se hace en forma de un rango maximo (+ a) descrita por una

distribucién simétrica. En este caso la incertidumbre se calcula “*":

u(x) = %6 Ec. 10

= Distribucion normal: se hace una estimacion a partir de observaciones
repetidas de un proceso variable. Este tipo de incertidumbre se da en forma de
una desviacion estandar s, desviacion estandar relativa s/x, 0 como un

coeficiente de variacion CV% 4%

CV%
100

ulx) =s; u(x) = x * (s/x); u(x) = * X

1.13.6.2 Incertidumbre estandar (u(xi)) Es la incertidumbre del resultado de una

medicién expresada como una desviacién estandar 2 4%,
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1.13.6.3 Incertidumbre estandar relativa (u(xi)/xi) Se obtiene dividiendo la
incertidumbre estandar u(x;), entre el valor de x;. De esta forma la incertidumbre

estandar relativa no posee unidades de medida.

1.13.6.4 Incertidumbre estandar expandida (uc(y)) Es la incertidumbre estandar
del resultado de una medicion, cuando el resultado se obtiene a partir de los
valores de un cierto numero de otras magnitudes y es igual a la raiz cuadrada
positiva de una suma de términos, siendo éstos, las varianzas o covarianzas de
esas otras magnitudes ponderadas, de acuerdo a como varia el resultado de la

medicién con respecto a esas magnitudes 4% %),

1.13.6.5 Incertidumbre expandida (U) Magnitud que define un intervalo alrededor
del resultado de una medicion, del que se espera, cubra una fraccion grande de la
distribucion de los valores, que podrian atribuirse razonablemente al mensurando
[5,8]. Para calcular la incertidumbre expandida se procede del siguiente modo:

U=k=*u,

Siendo k un factor numérico para expandir la incertidumbre combinada uc.
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2. METODOLOGIA

2.1 PRE-VALIDACION

2.1.1 Pre-validacion del método para la cuantificaciobn de cobre, hierro,
mercurio y arsénico por las técnicas de faa y hgaas La pre-validacion es
fundamental y pre-requisito en una validacion; conformada por una secuencia de
verificaciones que permiten adquirir informacién notable y direccionada en el
proceso de la validacién propiamente dicha. Previamente antes de iniciar la
validacion se revisaron aspectos técnicos y operativos relacionados con cada una
de las etapas de la metodologia; se realizé una lista de reactivos y materiales de
referencia certificados (MCR) esto involucro el desempefio de la toma de
muestras, preparacion de reactivos, diluciones, elaboracién de la curva de

calibracion y lectura de los patrones y muestras en el equipo.

Se buscé verificar las condiciones idéneas de trabajo, en cuanto a equipos,

materiales y en la metodologia propiamente mencionada.

Se reconocieron y ubicaron los reactivos, patrones y material de referencia
certificado (CRM) precisos para efectuar la validacion; éstos se muestran en las
Tablas 3, 4, 5, 6.

De los reactivos y estandares utilizados se verificd su ficha técnica, para conocer

la fecha de vencimiento, precauciones de manejo, pureza, cantidad vy

conservacion del reactivo puro o en solucion (si es el caso).
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Tabla 3. Reactivos, estdndares y CMR que se emplearon en la validaciéon del

método para cuantificar Cu en aguas residuales por latécnica FAA.

Cobre total FAA Casa Comercial Lote Procedencia
Acido Clorhidrico MERCK B1139514 Alemania
Acido Nitrico MERCK B1065718 Alemania
Patron de Cobre
E(lzg()).omg/L Certipur PerkinElmer Pure 19-133CUY1 Estados Unidos
+2mg/L)

Tabla 4. Reactivos, patrones y CMR que se emplearon en la validacién del
método para cuantificar Fe en aguas residuales por la técnica FAA.

Hierro total FAA Casa Comercial Lote Procedencia
Acido Clorhidrico MERCK B1139514 Alemania
Acido Nitrico MERCK B1065718 Alemania
Carbonato de MERCK A0532666402 Alemania
Calcio
Patron de Hierro

Fe). ' . -
El(e)z)Omg/L Certipur PerkinElmer Pure 19-216FEY1 Estados Unidos
+2mg/L)

Tabla 5. Reactivos, patrones y CMR que se emplearon en la validacién del
método para cuantificar Hg en aguas residuales por la técnica HGAAS.

Mercurio total

HGAAS Casa Comercial Lote Procedencia
Acido Clorhidrico MERCK B1139514 Alemania
Acido Nitrico MERCK B1065718 Alemania
Acido Sulfarico MERCK K45385816435 Alemania
Cloruro de Estafo L.
Dihidratado J.T. Baker 3980-01 México
Hidr6éxido de Sodio MERCK B1029598420 Alemania
Persulfato de MERCK 0057501 Alemania
Potasio
Clorhidrato Carlo Erba 0D305050E Italia
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Mercurio total

HGAAS Casa Comercial Lote Procedencia
Hidroxilamina
Patron de Mercurio
(Hg). Certipur  PerkinElmer Pure 19-23HGX1 Estados Unidos
(1000mg/L £2mg/L)
Permanganato de MERCK K41205882 Alemania
Potasio

Tabla 6. Reactivos, patrones y CMR que se emplearon en la validacién del

meétodo para cuantificar As en aguas residuales por la técnica HGAAS.

Arsénico total

FAA Casa Comercial Lote Procedencia
Acido Clorhidrico MERCK B1139514 Alemania
Acido Nitrico MERCK B1065718 Alemania
Borghldruro de Panreac 0000410779 Espafa
Sodio
Hidroxido de Sodio MERCK B1029598420 Alemania
Patron de Arsénico
E?S()).Omg/L Certipur PerkinElmer Pure 18-200ASX1 Estados Unidos
+2mg/L)
Yoduro de Potasio MERCK B0535443 Alemania

2.1.1.1 Verificacion del material volumétrico Se examind el material
volumétrico necesario para la implementacion de las metodologias, se seleccioné
el material aforado requerido para las validaciones. Se clasifico el material en dos
tipos, volumen in y volumen ex. Todo el material utilizado en la validacion fue
material clase A, previamente calibrado por un laboratorio externo, segun los
protocolos internos del LEA. Es importante mencionar que antes de realizar

cualquier ensayo, se siguio el protocolo de lavado y secado del material.
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Protocolo de lavado y secado

Para el lavado y secado del material se sigui6 el siguiente protocolo implementado

en el LEA:

e Sumergir completamente el material en una solucién de jabon neutro Extran al
2 % por 2 horas.

e Enjuagar el material con abundante agua del grifo hasta descartar
completamente la capa jabonosa adherida al material.

e Dejar en sumersion en solucion de acido nitrico al 10% asegurando un pH<2
por 12 horas.

¢ Enjuagar con abundante agua de grifo.

¢ Finalmente purgar el material con agua tipo I.

e Colocar el material después del lavado en el area de secado, este se deja
secar por goteo. Asegurando que los balones se deben almacenar boca abajo
y las pipetas y buretas se deben almacenar en forma vertical.

¢ Finalmente secado el material, se debe guardar para protegerlo del polvo.

2.2 VERIFICACION DE EQUIPOS

Se organizaron en un listado de equipos empleados en la validacion, a los cuales
se les efectud el mantenimiento preventivo correspondiente y las calibraciones que

certificaron condiciones idéneas de su funcionamiento.

2.2.1 Espectrofotometro EI Laboratorio de Estudios Ambientales de Ila
Universidad Pontificia Bolivariana cuenta con un espectrofotdmetro AA400
verificado por la empresa Perkin Elmer a través de POLCO (Colombia) que por

medio de sus servicios posventa efectuo esta labor en el laboratorio
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2.2.2 Equipo de absorcion atomica Todas las medidas de absorbancia de los
metales a validar se llevaron a cabo en un Espectrofotémetro de Absorcion
Atomica AANALYST 400 Perkin Elmer para los metales analizados por llama,
posteriormente las reacciones para generar el mercurio como vapor frio y el
hidruro de arsénico, se realizaron en el FIAS 100 Flow Injection System Perkin
Elmer. Estos equipos recibieron mantenimiento y calibracién por la empresa
Perkin Elmer a través de POLCO (Colombia) el 31 de Julio de 2015.

2.2.3 Equipos menores En la implementacion de las metodologias se empleo un,
manta de agitacion, sistema de filtracion, desecador y un vortex, estos equipos no
requieren calibraciones para el uso previsto, sbélo se verificO su correcto

funcionamiento.

2.2.3.1 Verificacion de la balanza analitica Sartorius BP211D En el tiempo en
el que se usO la balanza analitica, se realizaron las correspondientes
verificaciones con una pesa de 2g, 20g y 100g previamente calibradas, se
construyo la carta de control analitico para la balanza y se identificaron los errores
maximos permitidos. Como control de la calidad analitica de los resultados, la
balanza fue sometida a procedimientos de calibracion desarrollados por la
empresa MetroLabor Ltda. (Bogota, Colombia) organizacion autorizada para
realizar calibracion de balanzas, la cual verific6 y calibré la balanza analitica y
expidio el correspondiente certificado de calibracion NC MET-LM-CC 9669 Marzo
7 de 2015.

2.2.3.2 Verificacion Microwave Para las correspondientes digestiones de las
muestras y estdndares se utilizé este equipo con un rotor 12HVT50 capacidad de
12 tubos de teflén, tipo de aplicacion digestiébn, mdiltiples vasos que soportan
temperaturas y presiones establecidas para cada metal correspondientes al
método. Como control de calidad analitica de los resultados, esta digestion

asistida por microondas fue sometida a procedimientos de calibracion
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desarrollados por la empresa POLCO (Colombia) organizacion autorizada para
realizar la verificacion, mantenimiento y posterior calibracion del correspondiente,
el 27 de Julio de 2015.

2.2.3.3 Verificacion Bafio Termostatado Para la digestion de estdndares y
muestras para Hg se empleé un bafio termostatado para este se verifico en el
intervalo de tiempo la temperatura con un termémetro de alcohol previamente
calibrado. Como control de la calidad analitica de los resultados, el termémetro
empleado para la lectura y control de la temperatura en la digestion fue sometido a
procedimientos de calibracion desarrollados por la empresa MetroLabor Ltda.
(Bogotad, Colombia) organizacion autorizada para realizar calibracion de
termometros, la cual verifico y calibré el termdmetro y expidié el correspondiente
certificado de calibracion NC MET-LT-CC 1125, Julio 7 de 2015.

2.3 DETERMINACION DE FIGURAS DE MERITO

Para el desarrollo experimental se establecieron las siguientes figuras de mérito.
Limite de deteccion del método

Limite de cuantificacion

Linealidad

Sensibilidad

Recuperacion

Precision

Exactitud

RN N N SR N NN

Incertidumbre
2.3.1 Chequeo de procedimientos En cada una de las metodologias realizadas

se verificaron los procedimientos propuestos para validar e implementar sea el

caso; para cuantificacion de los metales como sus correspondientes digestiones.
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2.4 VALIDACION DE METODOS

En este apartado se describe detalladamente los procedimientos implementados
para el célculo de las principales figuras de mérito y la estimacion de la

incertidumbre de los métodos, como criterio de confianza en las metodologias.

2.4.1 Optimizaciobn de variables instrumentales Se comprobaron vy
determinaron las condiciones instrumentales propias para el desarrollo de cada
una de las técnicas validadas, buscando asi garantizar todos los parametros
exigidos y tener la seguridad que los resultados de las lecturas de los estandares y
muestras en el equipo se encaminaran a la confiabilidad y exactitud requerida. El
fabricante del equipo recomienda la optimizacion de ciertas variables, estas se

examinaron con base en esa informacion.

a. Optimizacién del método de llama

Inicialmente se realizan los ajustes requeridos para la técnica entre los cuales
estan la posicién del haz de luz este debe estar plenamente alineado y centrado,
altura del quemador, acondicionamiento nebulizador para que el valor de la sefal
muestre una mayor absorbancia, se ajusto el cero, para el gas de combustion se
emple6 una mezcla Aire-Acetileno a una presion de entrada de 60 psi en aire y 60
psi en acetileno y un flujo de 10/1,86 L/min, también se acondiciono la técnica para

los metales previstos a analizar, dichos ajustes se resumen en la tabla 7:
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Tabla 7. Acondicionamiento Método de FAA para Cu y Fe

Flujo Llama | Concentracion
Metal Aire/C,H; de Chequeo Abs A (nm)

(L/min) (mg/L)
Cu 10/1,86 1 0,176 | 324,7
Fe 10/1,86 1 0,0573 | 248,3

En cuanto al metal hierro se requirié una solucion no interferente de carbonato de
calcio producto de la poca absorcion por atomos unidos en combinaciéon molecular
de la llama, donde se buscoO estabilizarse para obtener una mejor lectura de
absorbancia, esta solucion se le adiciono a los estandares y muestras digestadas

para posterior lectura.

Fotografia 1. Montaje Técnica de Llama para Cu y Fe.

2.4.1.1 Tiempo de pre-Lectura de la muestra Este tiempo de pre-Lectura de la
muestra (delay time), es el tiempo correspondiente a la toma de la muestra en el
guemador el cual es para Cu de 30 sy Fe 30 s, en el generador para As y Hg es

de cero segundos. Este tiempo es debido al uso del automuestreador.
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b. Optimizacion del método de generacion de hidruros

se realizan los ajustes requeridos para la técnica entre los cuales estan las
lamparas, la posicion del haz de luz el cual debe estar plenamente alineado y
centrado, altura del quemador, acondicionamiento de la celda de cuarzo en vapor
frio como el flujo continuo para la generacion del correspondiente hidruro para que
el valor de la sefial muestre una mayor absorbancia de acuerdo a su

correspondiente montaje ver figuras 2 y 3.

Fotografia 2. Montaje Técnica Generacion de Hidruros Vapor Frio para Hg.

AsS.
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Siguiendo el SM; se llevé a cabo un acondicionamiento para los metales de

analisis en esta técnica, se sintetiza en la tabla N° 8:

Tabla 8. Acondicionamiento Método de HGAAS para Hg y As

. Solucién Reductante _
Solucion Concentracion
Metal | Portadora | NaBH, | SnClo.H.O(%p/v) | NaOH | de Chequeo Abs | A (nm)
HCI(%VIV) | (%plv) al 3%HCl (%plv) (gL)
Hg 3 - 11 - 10 0,1 253,7
As 10 0,2 - 0,05 10 045 | 1937

Para el mejoramiento de la eficiencia en la lectura de los metales a determinar por

FIAS, se encontr6 que es necesario revisar periédicamente la membrana

portadora en el reactor la cual debe estar completamente seca al momento de

realizar la lectura.

Tabla 9. Condiciones recomendadas por el equipo FIAS 100 de Perkin Elmer

para As.

Elemento As

Condiciones técnicas del método

Ancho de Temperatura

Flujo del Gas

Volumen de

(nm) Hendidura delacelda \/Be?(r)ncti)(?ald de arrastre muestra loop
(mm) (°C) (mL/min) (uL)
193,7 2,7/12,3 900 120 50-100 500

Chequeo de Sensibilidad con un loop de 500 uL de 10 pug As/L (ABS): 0,45
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Tabla 10. Condiciones recomendadas por el equipo FIAS 100 de Perkin Elmer

para Hg.

Elemento Hg

Condiciones técnicas del método

Ancho de Temperatura Flujo del Gas Volumen de
. Bomba 1
(nm) Hendidura delacelda Velocidad de arrastre muestra loop
(mm) (°C) (mL/min) (uL)
253,7 2,7/1,05 10 120 40-70 500

Chequeo de Sensibilidad con un loop de 500 pL de 10 pg Hg/L (ABS): 0,10

2.4.1.2 Toma y preservacion de muestras Generalmente todas las muestras se
recolectan en botellas de plastico con capacidad de 2 L previamente limpias y
purgadas con la muestra a recolectar, el Hg por ser un metal de mayor
complejidad por su grado de volatizacibn se recolectaron las muestras en
recipientes de polipropileno para Hg en borosilicato ambar, normalmente para
todas las muestras se preservaron acidificandolas con acido nitrico concentrado
(HNOg3 ¢on). Usualmente 1,5 mL de HNOg3 ¢onc. por Litro de muestra (o0 3 mL 1+1
HNOs/L muestra) fueron suficiente para la preservacion a corto plazo. Para
muestras con alta capacidad de tampdn, se incrementara la cantidad de acido (5
mL podria ser requerido para algunas muestras alcalinas o altamente

tamponadas).

Después de acidificar las muestras, se almacenaron en un refrigerador a
aproximadamente 4°C para prevenir cambio en el volumen debido a la
evaporacion. Bajo estas condiciones, las muestras con concentracion de metal de
varios miligramos por litro son estables hasta 6 meses, excepto para mercurio,
para el cual el limite es de 28 dias (Standard Methods 1060C, 22th Edition 2012).
Para niveles de metales de microgramo por litro, analizar las muestras tan pronto
como sea posible después de la recoleccidon de la muestra, todas las muestras de

agua son provenientes de la quebrada MENZULY.
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2.4.1.3 Determinacion de cobre y hierro total en aguas ElI LEA se rigié
estrictamente al procedimiento propuesto por el SM 3111B para el analisis de

trazas de metales en aguas residuales, bajo lineamiento de normas vigentes.

Principio

En la espectrometria de absorcion atomica por llama, una muestra es aspirada en
una llama y atomizada. Un haz de luz es dirigido a través de la llama, a un
monocromador y sobre un detector que mide la cantidad de luz absorbida por el
elemento atomizado en la llama. Para algunos metales, la absorcion atémica
exhibe una sensibilidad superior sobre emision de llama. Debido a que cada metal
tiene su propia longitud de onda de absorcién caracteristica, se utiliza una lampara
de fuente compuesta para cada elemento; esto hace al método relativamente libre
de interferencias espectrales o radiaciéon. La cantidad de energia a la longitud de
onda caracteristica que absorbe en la llama es proporcional a la concentracién del

elemento en la muestra sobre un rango limite de concentracion.

El método de absorcion atémica por llama generalmente es aplicado a
concentraciones moderadas de (0,1 a 10 mg/L) en muestras limpias y matrices

complejas.

2.4.1.3.1 Método de Referencia para Cu y Fe Para la determinacion y
cuantificacion de Cu y Fe en aguas residuales por la técnica de FAA se siguid la
metodologia establecida en el Standard Methods for the Examination of Water and
Waster, 3111B METALS BY FLAME ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY
p. 3-18 a 3-20, 22th Edition 2012 y digestion de las muestras basado en la norma
internacional EPA 3015 A (half-scale), de acuerdo con las indicaciones del equipo
Multiwave GO.
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» Reactivos paraladigestion de Cuy Fe
I. El acido nitrico concentrado (HNOs); (densidad: 1.37 g/cm?® (20 °C)): nivel
de ensayo libre de trazas de metales no es exceder de 1 g / L por metal.
Grado reactivo.
Il. El acido clorhidrico concentrado (HCI); (densidad: 1.19 g/cm3 (20 °C)): nivel
de ensayo libre de trazas de metales no es exceder de 1 g / L por metal.

Grado reactivo.

a. Digestion para Cu, Fe

Solo se digestan las muestras. Los estandares para la curva de calibracion en
FAAS se preparan con agua acidulada y no se digieren, caso diferente ocurre con
los estandares para la curva de calibracion de As que si requieren digestion, las
muestras y controles de calidad se sometieron a digestion bajo las mismas
condiciones segun tabla N° 11. Condiciones del Multiwave digestion de muestras y

controles de calidad:

Tabla 11. Condiciones del Multiwave digestion de muestras y controles de

calidad para Cu y Fe.

T Volumen Volumen
o Mezcla de de total en el
Limite _ o Programa
0) Reactivos (mL) muestra recipiente
(mL) (mL)
Rampa: 10:00 min
2 mL HNOg3 ¢onc. + Temp: 170 °C £ 5°C
200 22,5 25 :
0,5 mL HCI ¢one. Hold: 10:00 min
Total: 20 min
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En el momento que se retiraron los recipientes de la digestiéon del equipo se
dejaron enfriar en la cabina de gases. Una vez frios, se destaparon y se vertio el

contenido en los tubos falcon para la posterior lectura.

Nota: En el caso del Fe se adiciond la solucion estabilizante de CaCOg3 y agitacion

vigorosa justo en el momento de la aspiracion.

En el caso que las muestras digestadas presenten turbiedad o sdlidos
suspendidos sera necesario filtrar para evitar taponamientos en los capilares del

equipo.

2.4.1.3.2 Curva de Calibracion para Cu y Fe

a. Curvade calibracion para Cu

Solucién estandar de trabajo de 10 mg Cu/L, se toma 1mL el MRC de 1000 mg
Cu/L y se llevo a volumen con agua acidulada al 0,15% v/v HNO3; en un balén
aforado de 100 mL. Con esta solucion estandar de trabajo se prepara la
correspondiente curva de calibracién. Todos los estandares de la curva de
calibracion son ajustados a los rangos de trabajo en el LEA se seleccionaron las

concentraciones para la curva de calibracion.

Preparar los estandares de la curva de calibracion de acuerdo con las siguientes
indicaciones:

= 0,1 mg Cu/L: tomar 1 mL del estandar de 10 mg Cu/L aforar a 100 mL.

= 0,25 mg Cu/L: Se tomaron 2,5 mL del estdndar de 10 mg Cu/L aforar a 100 mL.
= 0,5mg Cu/L: Se tomaron 5 mL del estdndar de 10 mg Cu/L aforar a 100 mL.

= 1,5mg Cu/L: Se tomaron 15 mL del estandar de 10 mg Cu/L aforar a 100 mL.
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Nota: La curva de calibracion fue leida cada vez que se analizaron las muestras.

La preparacion de estos estandares debe ser diaria.

b. Curvade calibracion para Fe

Solucién estandar de trabajo de 10 mg Fe/L, se toma 1mL el MRC de 1000 mg
Fe/L y se llevo a volumen con agua acidulada al 0,15% v/v HNO3 en un balon
aforado de 100 mL. Con esta solucibn estdndar de trabajo se prepara la
correspondiente curva de calibracion. Todos los estandares de la curva de
calibracion son ajustados a los rangos de trabajo en el LEA se seleccionaron las
concentraciones para la curva de calibracion.

Preparar los estandares de la curva de calibracién de acuerdo con las siguientes

indicaciones:

= 0,3 mg Fe/L: Se tomaron 3 mL del estandar de 10 mg Fe/L aforar a 100 mL;
adicionar 25 mL de solucion de CaCOg antes de aspirar.

* 0,5 mg Fe/L: Se tomaron 5 mL del estdndar de 10 mg Fe/L aforar a 100 mL;
adicionar 25 mL de solucién de CaCO; antes de aspirar.

» 1 mg Fe/L: Se tomaron 10 mL del estandar de 10 mg Fe/L aforar a 100 mL;
adicionar 25 mL de solucién de CaCO; antes de aspirar.

» 1,5 mg Fe/L: Se tomaron 15 mL del estandar de 10 mg Fe/L aforar a 100 mL;
adicionar 25 mL de solucién de CaCOg antes de aspirar.

» 2 mg Fe/L: Se tomaron 20 mL del estdndar de 10 mg Fe/L aforar a 100 mL;

adicionar 25 mL de solucién de CaCO; antes de aspirar.

Nota: La curva de calibracion fue leida cada vez que se analizaron las muestras.

La preparacion de estos estandares debe ser diaria.
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2.4.1.3.3 Intervalo de Validacion para Cu y Fe

a. Intervalo de validacién para Cu

De acuerdo con lo establecido en el Standard Methods, SM 3111 B, el rango de
aplicabilidad del método esta entre 0,2 y 10 mg Cu/L, para el LEA se empled una
rango de trabajo comprendido entre 0,1 a 2 mg Cu/L. El manual del equipo de
absorcion atébmica AAnalyst 400 asegura linealidad dentro de este intervalo en 1,6
mg Cul/L.

b. Intervalo de validacién para Fe

De acuerdo con lo establecido en el Standard Methods, SM 3111 B, el rango de
aplicabilidad del método esta entre 0,3 y 10 mg Fe/L, para el LEA se empled una
rango de trabajo comprendido entre 0,3 a 2 mg Fe/L. El manual del equipo de
absorcion atdmica AAnalyst 400 asegura linealidad dentro de este intervalo en 3
mg Fe/L.

2.4.1.4 Determinacién de arsénico y mercurio total en agua De igual forma
para As y Hg se siguio el procedimiento establecido por el SM 3114B y 3112B
para el analisis de trazas de metales en aguas residuales, bajo lineamiento de

normas vigentes.

Principio

Los metales disueltos son llevados a su forma atomica elemental mediante
calentamiento por una llama generada por una mezcla de gases combustibles. Las

mezclas mas empleadas son: aire-acetileno y argon. Las temperaturas de la llama
van de 1900 °C a 2800 °C.
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Formandose una nube gaseosa, son irradiados por un haz de luz de una longitud
de onda especifica, de acuerdo con el metal analizado, estos atomos absorben
una fraccion de la radiacion proveniente de la lampara y la fraccion restante es
captada por un fotodetector y un dispositivo transductor, que la convierten en una
sefal eléctrica, que posteriormente es registrada por un software. Este valor de
sefal registrado es igual a la concentracion de los atomos presentes en la nube
gaseosa. Finalmente, el hidruro del metal de interés es conducido hacia una celda
calentada por la llama o calentamiento eléctrico, mediante un gas de arrastre
inerte. Una vez el vapor llega a la celda, el hidruro se descompone por accion de
la temperatura liberando el metal en estado atémico; alli los atomos son irradiados

por un haz de luz de longitud de onda especifica y se produce la absorcion.

La técnica de absorcién atdmica por generacion de hidruros alcanza limites de

deteccion del orden de 1ppb 0 menor a este.

2.4.1.4.1 Método de Referencia para As y Hg Para la determinacion y
cuantificacion de Hg y As en aguas residuales por la técnica de HG-AAS se sigui6
la metodologia establecida en el Standard Methods 3112B METALS BY COLD-
VAPOR ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY, 22th Edition 2012 p. 3-23 a
3-25 para Hg, y Standard Methods 3114B ARSENIC AND SELENIUM BY
HYDRIDE GENERATION/ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY* p. 3-34 a 3-
38 0 3-38 a 3-39, 22th Edition 2012 para As y digestion para As regidos por la
norma internacional EPA 3015 A (half-scale), de acuerdo con las indicaciones del

equipo Multiwave GO.
» Reactivos paraladigestion de As
l. El &cido nitrico concentrado (HNOs); (densidad: 1.37 g/cm® (20 °C)): nivel

de ensayo libre de trazas de metales no es exceder de 1 g / L por metal.

Grado reactivo.
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Il. El &cido clorhidrico concentrado (HCI); (densidad: 1.19 g/cm?® (20 °C)): nivel
de ensayo libre de trazas de metales no es exceder de 1 g / L por metal.
Grado reactivo.

[ll. El yoduro de potasio (KI): solucion al 5% w / v. Disolver 12,5 g de Kl en 250

mL de agua tipo I.

a. Digestion para As

Los estandares para la curva de calibracion de As si requieren digestion, las
muestras y controles de calidad se sometieron a digestion bajo las mismas
condiciones segun tabla N° 12. Condiciones del Multiwave digestion de muestras y

controles de calidad:

Tabla 12. Condiciones del Multiwave digestion de muestras y controles de

calidad para As.

Volumen
T- Volumen
. Mezcla de total en el
Limite ) de muestra . Programa
°C) Reactivos (mL) (mL) recipiente
(mL)
Rampa: 10:00
min
Temp: 170 °C
200 ZongLr:LNSéI””C- * 225 25 +5°C
; eone. Hold: 10:00
min
Total: 20 min

En el momento que se retiraron los recipientes de la digestion del equipo se
dejaron enfriar en la cabina de gases. Una vez frios, se destaparon y se vertio el

contenido en los tubos falcon para la posterior lectura.
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En el caso que las muestras digestadas presenten turbiedad o solidos
suspendidos sera necesario filtrar para evitar taponamientos en los capilares del

equipo.
= Preparacion de los reactivos para Hg:

I. El &cido nitrico concentrado (HNOs); (densidad: 1.37 g/cm® (20 °C)): nivel de
ensayo libre de trazas de metales no es exceder de 1 g / L por metal. Grado
reactivo.

Il. El acido sulfarico concentrado (H,SO4); (densidad: 1.84 g/cm® (20 °C)): nivel
de ensayo libre de trazas de metales no es exceder de 1 g/ L por metal. Grado
reactivo.

lll. El permanganato de potasio (KMnQO,): solucion al 5%, w / v. Disolver 25 g de
permanganato de potasio en 500 ml de agua tipo I.

IV. Persulfato de potasio (K,S,0g): solucion al 5%, w / v. Afadir 25 g de persulfato
de potasio en 500 ml de agua destilada y se calienta a 40°C durante 20

minutos hasta que se disuelva completamente.

Cloruro de sodio (NaCl) - solucién de clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI):
Disolver 60 g de cloruro de sodio y 120 g de clorhidrato de hidroxilamina en agua

tipo 1y diluir a 500 ml.
b. Digestion para Hg

El tipo de digestion para el Hg fue diferente, de la muestra de agua recolectada
con el analito segun sea el caso, se transfiri6 100 mL de muestra y estandares a
frascos schott, estos se trataron con 5 mL H;SO4 cone. Y 2.5 mL de HNO3 ¢onc.,
posterior agitacion vigorosa y se dejé en reposo aproximadamente 15 minutos
luego se adicion6 15 mL de solucion de KMnO,4 al 5% hasta coloracion constante

por 15 minutos. Se adiciono 8 mL de solucion de k,;S,0g al 5 % y se calento
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durante 2 h en bafio de agua en un intervalo de temperatura controlado entre 90 a
95 °C. Se dejo enfriar completamente las muestras y estandares a temperatura
ambiente y en cabina de gases, finalmente se agregd suficiente solucion de
NH,OH.HCI y NaCl para reducir el exceso de KMnO4 al 5%.

Nota: Al llevar a cabo cada adicion se aseguré0 siempre de mezclar
completamente la solucion, en la solucion final no se debe observar algin
precipitado si llegado el caso se presenta se debe filtrar para asegurar la solucion
de interferencias por sélidos en suspension y para evitar taponamientos en los

capilares del equipo.

2.4.1.4.2 Curva de calibracion para As y Hg

a. Curvade calibracion para As

Solucién estandar de trabajo de 10 mg As/L, se toma 1mL el MRC de 1000 mg
As/L y se llevo a volumen con agua acidulada del 2 al 5 % v/v HNO3 en un bal6n
aforado de 100 mL. Con esta solucidn estandar de trabajo se prepara soluciones
intermedias de 100 ug As/L, se toma 1 mL de la solucion estandar de trabajo de
10 mg As/L y se llevé a volumen con agua acidulada del 2 al 5 % v/v HNO3 en un
balon aforado de 100 mL, seguidamente se prepara una solucién de trabajo de 10
pug As/L y se llevoé a volumen con agua acidulada del 2 al 5 % v/v HNO3 en un
balon aforado de 100 mL la correspondiente solucion de trabajo preparo los
puntos mas bajos y de la solucion de trabajo de 100 pug As/L los puntos mas altos
pertenecientes a la curva de calibracion. Sin excepcion alguna los estandares de
la curva de calibracion previamente digestados y frios a un volumen de 50 mL se
les adiciona 5 mL de HClc mezclar, seguidamente se adicionan 5 mL de una
solucion pre-reductante de Kl al 5% p / v, finalmente mezclar y dejar en reposo por

30 minutos. Todos los estandares de la curva de calibracidon son ajustados a los
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rangos de trabajo en el LEA se seleccionaron las concentraciones para la curva de

calibracion.

Preparar los estandares de la curva de calibracién de acuerdo con las siguientes

indicaciones:

= 2 ug As/L: Se tomaron 20 mL del estandar de 10 pg As/L aforar a 100 mL.
= 5 pug As/L: Se tomaron 50 mL del estandar de 10 pg As/L aforar a 100 mL.
= 10 pg As/L: Se tomaron 10 mL del estandar de 100 pg As/L aforar a 100 mL.
= 15 ug As/L: Se tomaron 15 mL del estandar de 100 ug As/L aforar a 100 mL.
= 20 ug As/L: Se tomaron 20 mL del estandar de 100 ug As/L aforar a 100 mL.

Nota: La curva de calibracion fue leida cada vez que se analizaron las muestras.

La preparacion de estos estandares debe ser diaria.

b. Curva de calibracion para Hg

Solucién estandar de trabajo de 10 mg Hg/L, se toma 1mL el MRC de 1000 mg
Hg/L y se llevé a volumen con agua acidulada al 1 % v / v HNO3 en un balén
aforado de 100 mL. Con esta solucion estandar de trabajo se prepara soluciones
intermedias de 100 pg Hg/L, se toma 1 mL de la solucién estandar de trabajo de
10mg Hg/L y se llevé a volumen con agua acidulada al 1 % v/v HNO3 en un balén
aforado de 100 mL, seguidamente se prepara una solucion de trabajo de 10 ug
Hg/L y se llevo a volumen con agua acidulada al 1 % v/iv HNO3z; en un balon
aforado de 100 mL la correspondiente solucion de trabajo preparo los puntos mas
bajos y de la soluciébn de trabajo de 100 pg Hg/L los puntos mas altos
pertenecientes a la curva de calibracion. Todos los estandares de la curva de
calibracion son ajustados a los rangos de trabajo en el LEA se seleccionaron las

concentraciones para la curva de calibracion.
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Preparar los estandares de la curva de calibracion de acuerdo con las siguientes

indicaciones:

= 2,5 ug Hg/L: Se tomaron 25 mL del estandar de 10 pg Hg/L aforar a 100 mL.
* 5 ug Hg/L: Se tomaron 50 mL del estdndar de 10 pg Hg/L aforar a 100 mL.

» 10 pg Hg/L: Se tomaron 10 mL del estandar de 100 pg Hg/L aforar a 100 mL.
= 15 ug Hg/L: Se tomaron 15 mL del estandar de 100 ug Hg/L aforar a 100 mL.
= 20 ug Hg/L: Se tomaron 20 mL del estandar de 100 pg Hg/L aforar a 100 mL.
= 25 ug Hg/L: Se tomaron 25 mL del estdndar de 100 pg Hg/L aforar a 100 mL.

Nota: La curva de calibracién fue leida cada vez que se analizaron las muestras.

La preparacion de estos estandares debe ser diaria.

2.4.1.4.3 Intervalo de validacion para As y Hg

a. Intervalo de validaciéon para As

De acuerdo con lo establecido en el Standard Methods, SM 3114 B, el rango de
aplicabilidad del método esta entre 5 y 100 pg As/L, para el LEA se emple6 una
rango de trabajo comprendido entre 2 a 20 ug As/L. El manual del equipo de
absorcién atomica FIAS 100 asegura linealidad dentro de este intervalo en 20 ug
As/L.

b. Intervalo de validacion para Hg

De acuerdo con lo establecido en el Standard Methods, SM 3114 B, el rango de

aplicabilidad del método esta entre 1 y 5 pg Hg/L, para el LEA se empled una

rango de trabajo comprendido entre 2,5 a 25 ug Hg/L.
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2.5 LINEALIDAD

En el caso de Cu, Fe, As y Hg se realizo la prueba t de student a la curva de
calibracion, para corroborar la linealidad de la misma. Para esto se utilizd la
ecuacion 11:

_rlvn-2
tea ===

Ec. 11

Donde r es coeficiente de correlacion y n el nimero de pares utilizados para
calcular r. El valor calculado de t es comparado con las tablas de distribucion t,
usando la prueba t de dos colas y (n-2) grados de libertad y un 95% de confianza.
En este caso la hipotesis nula es que no existe correlacion entre los datos de
concentracion y absorbancia, por lo que si el tca. €s mayor que la t tabulada, se
rechaza la hipétesis nula y si existe entonces, correlacion significativa entre la

concentracién y la absorbancia de los patrones.

2.5.1 Disefio Experimental Se mantuvieron los lineamientos de validacion
establecidos por el LEA de la UPB para los metales de interés, para la validacion
de métodos analiticos. Se analizaron en orden aleatorio las muestras citadas a
continuacion por un periodo de siete dias (7 dias) que pudieron ser consecutivos o

no.
= Blancos

» Soluciones estandar (MCR) para la evaluacion de la exactitud.

= Soluciones para la evaluacion de la precision.
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Descripcién de soluciones y patrones

Blancos: Se prepararon blancos con agua tipo | fresca al 0, 15 % v/v de HNO3
para Cu y Fe, agua tipo | fresca del 1% v/v de HNO;3 para As y Hg. Estos
blancos fueron preparados diariamente de acuerdo a la necesidad del analisis

y sometidos al mismo procedimiento analitico de cada metal.

Muestras ambientales: Las muestras ambientales se obtuvieron muestras de
agua residual procedente de la planta de tratamiento de la U.P.B (efluente) y
corresponden a una muestra (M) para cada metal, se recolecto por cada metal
un volumen total de muestra recolectado de 2 litros como volumen minimo
estas se preservan con acido nitrico asegurando un pH < 2. Las muestras
recolectadas de mantuvieron refrigeradas a una temperatura promedio de 4 +
0,1 °C para el periodo de validacion, se tomaron diariamente las alicuotas

requeridas para cada uno de los analisis.

Estandares preparados en el laboratorio: Los estandares empleados en el
curso de las correspondientes validaciones fueron preparados en el LEA a

partir de las soluciones estandares se resume en la tabla N° 13:

Tabla 13: Soluciones estandares de trabajo en rango bajo y alto

Metal Esténdqr de Estandar de
rango bajo (Ep) | rango alto (E,)
Cu 0,5 mg Cu/L 1,5 mg Cu/L
Fe 0,5 mg Fe/L 1,5 mg Fel/L
As 1 pg As/L 10 pg As/L
Hg 1 pg Ho/L 10 pg Ho/L

2 Muestras adicionadas: En el LEA se prepararon las muestras adicionadas
alta (MAA) a partir de 100 mL de Ma + E, y las muestras adicionadas bajas

(MAB) Mb + Ep, donde el estandar alto de concentracion es aproximadamente
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al 90% del rango de trabajo del método, para muestras adicionadas el volumen
limite de adicién no debe exceder al 5% del volumen final de preparacién. Para
muestras adicionadas con Hg, al no estar especificados sus criterios de
recuperacion este porcentaje esta entre el 70 y 130 de recuperacion SM 3020
QUALITY ASSURANCE/QUALITY CONTROL.

Finalmente el disefio experimental busca monitorear durante un intervalo de
tiempo el comportamiento de las diferentes soluciones, que idealmente se deben
encontrar en rangos definidos. La figura 4 exhibe la regién en donde se deben

ubicar las soluciones.

Figura 10. Diagrama de la ubicacidén de soluciones de trabajo en la curva de

calibracion para la validacion.
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2.6 DETERMINACION DE FIGURAS DE MERITO

Para todos los métodos se realizard el calculo de cada una de las figuras de

mérito, segun como se describe a continuacion:

95



2.6.1 El limite de deteccion Con los datos de los blancos se determiné el limite

de deteccién calculando la desviacion estandar y empleando la ecuacion 12:
LD = X+3S Ec. 12

Donde; X es el valor medio de las determinaciones y S es la desviacion estandar

de las medidas.

2.6.2 El limite de cuantificacion Teniendo el valor medio y la desviacion estandar
de las medidas empleadas en el célculo del limite de deteccion se calculo el limite

de cuantificacion de la siguiente forma:
LC = X+10S Ec. 13

Donde; X es el valor medio de las determinaciones y S es la desviacion estandar

de las medidas.

2.6.3 Precision Se estim6 mediante el calculo del coeficiente de variacion
obtenido de las soluciones estandares preparadas segun el metal para Cu 1 mg/L,

Fe 1 mg/L, As 2 ug/L y el Hg 2.5 ug/L, segun la ecuacion 14:

CV (%) =3 x 100 Ec. 14

X

Donde; X es el valor medio de las determinaciones y S es la desviacion estandar

de las medidas.

2.6.4 Exactitud Se calculd el porcentaje de recuperacion los estandares de 1 mg
Cu/L, 1 mg Fel/L, 2 ug As/L y 2.5 ug Hg/L.
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|Valor Experimental—Valor Tebrico|

x 100 Ec. 15

% Error =
0 Valor Teébrico

En el caso de una curva de calibracién el error relativo porcentual de cada uno de
los patrones se halla mediante la siguiente expresion:

| X—Xil

% Error = Ec. 16

i

Donde X; son los valores tedricos y X, los valores experimentales estimados por

aplicacion de la ecuacion que define la curva de calibracion.

2.6.5 Sensibilidad del método La sensibilidad del método se establecié por
medio del calculo de la pendiente de la recta de los minimos cuadrados,

construida en el rango lineal de trabajo establecido con anterioridad.

2.7 ELABORACION CARTAS CONTROL

Se elaboraron cartas control con los datos obtenidos para los estandares, con el
fin de llevar a cabo el control de la calidad de cada método. Los limites de control
se calcularon de la siguiente forma, como criterio en la exactitud el
comportamiento de los estandares de verificacion en cuanto a los métodos
independiente de la concentracion, y el criterio de carta control en funcidén de la

recuperacion en las muestras adicionadas baja y alta.

2.8 CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE

Se identificaron las fuentes individuales de incertidumbre, en cada uno de los

pasos para la determinacion de Cu, Fe, As y Hg, tales como, preparacién de
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reactivos, dilucion de patrones, cuantificacion entre otros. Para esto se realiz6 un

diagrama de causa y efecto para cada uno de los métodos:

Figura 11. Diagrama de causa y efecto para la determinacion de

incertidumbre para el metal Cu

[ Rep. ra._|

| Adic. Acidos |
Concen. (mg
Cu/L)

Cal. Equipo |—™——————> Rta del equipo |

| Prep. Estandares |

Tnewre | N [Aliouota |

[ Aforo |——>
Curva de calibracién Factor Dil.

Descripcién del diagrama

Rep. Mtra: Repetibilidad de la muestra

Precision de analisis de muestra

Dig. Mtra: Digestion de la muestra

Acido nitrico (Pipeta de 2 mL Aforada)

Acido clorhidrico (Pipeta de 1 mL Aforada)

Alicuota de la muestra sin digerir (Pipeta de 20 mL Aforada)

Alicuota de la muestra sin digerir (Pipeta de 2.5 mL Aforada)

Tolerancia de las pipetas
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Curva de Calibracion

— Cal. Equipo: Calibracion del AANALYST400

— Inc. MCR: Incertidumbre asociada al material de referencia certificado
de Cu de PerkinElmer

— Prep. Solucion Estandar: Incertidumbre debida a la preparacion del

estandar de trabajo de 10 mg Cu/L

— Prep. Estandares: Preparacion de patrones para la curva

+ Factor Dil.: Factor de dilucién a partir del patron de 1000 ppm

Aforo: Aforo de estandares en Balén Aforado de 100 mL.

Alicuota: Medicion de alicuotas de patron de 1000ppm con pipetas
aforadas: Efecto de la diferencia de temperatura de calibracion y

ambiental, tolerancia y repetibilidad del material volumétrico.

Rta del equipo: Respuesta del equipo

Incertidumbre debida a la lectura del equipo
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Figura 12: Diagrama de causa y efecto para la determinacion de

incertidumbre para el metal Fe

Rep Mtra Dig. Mtra

| Adic. Acidos |
Concen. (mg

N Fell)

Cal. Equipo |————————> Rta del equipo |

| Prep. Estandares |

|_Ine.MRC [ N\¢—— Aiicuota |

[Aforo |——>
Curva de calibraciéon Factor Dil.

Descripcién del diagrama

Rep. Mtra: Repetibilidad de la muestra

Precision de analisis de muestra

Dig. Mtra: Digestion de la muestra

Acido nitrico (Pipeta de 2 mL Aforada)

Acido clorhidrico (Pipeta de 1 mL Aforada)

Alicuota de la muestra sin digerir (Pipeta de 20 mL Aforada)

Alicuota de la muestra sin digerir (Pipeta de 2.5 mL Aforada)

Tolerancia de las pipetas

Curva de Calibraciéon
— Cal. Equipo: Calibracién del AANALYST400

— Inc. MCR: Incertidumbre asociada al material de referencia certificado
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de Fe de PerkinElmer

— Prep. Solucién Estandar: Incertidumbre debida a la preparacion del
estandar de trabajo de 10 mg Fe/L

— Prep. Estandares: Preparacion de patrones para la curva

+ Factor Dil.: Factor de dilucién a partir del patron de 1000 ppm

Aforo: Aforo de estandares en Balén Aforado de 100 mL.

Alicuota: Medicion de alicuotas de patron de 1000ppm con pipetas
aforadas: Efecto de la diferencia de temperatura de calibracion y

ambiental, tolerancia y repetibilidad del material volumétrico.

Rta del equipo: Respuesta del equipo

Incertidumbre debida a la lectura del equipo

Figura 13Diagrama de causa y efecto para la determinacion de incertidumbre
para el metal Hg

| Bafio Maria |

H Adic. SInes \

Concen. (pg
Hg/L)

Adic. Mtra

| Rta del equipo |

Cal. Equipo E—

| Prep. Estandares |

__nc. MRC  —>\¢——["vicuota |

[ Aforo |——>
Curva de calibracion Factor Dil.
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Descripcion del diagrama

Rep. Mtra: Repetibilidad de la muestra

Precision de analisis de muestra

Dig. Mtray E: Digestion de la muestra y Estandares

Ad. Slnes: Adicion de Soluciones

Acido Sulfarico (Pipeta de 5 mL Aforada )

Acido nitrico (Pipeta de 2,5 mL Aforada)

Solucién de permanganato de potasio al 5% (Pipeta 10 mL y 5 mL
Aforada)

Solucién de Persulfato de potasio al 5% (Pipeta de 5 mL Aforada)

Bafio Maria: control de temperatura del bafio y la temperatura del liquido

dentro y fuera del bafio.

Solucion de Clorhidrato de Hidroxilamina (Pipeta 2 mL Aforada)

Tolerancia de las pipetas

Curva de Calibracion

— Cal. Equipo: Calibracién del AANALYST400

— Inc. MCR: Incertidumbre asociada al material de referencia certificado
As de PerkinElmer

— Prep. Solucion Estandar: Incertidumbre debida a la preparacion del

estandar de trabajo de 10 mg Hg/L

— Prep. Estandares: Preparacién de patrones para la curva

+ Factor Dil.: Factor de dilucién a partir del patron de 1000 ppm

Aforo: Aforo de estandares en Balén Aforado de 100 mL.

Alicuota: Medicién de alicuotas de patron de 1000ppm con pipetas
aforadas: Efecto de la diferencia de temperatura de calibracion y

ambiental, tolerancia y repetibilidad del material volumétrico.

Rta del equipo: Respuesta del equipo

Incertidumbre debida a la lectura del equipo
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Figura 14: Diagrama de causa y efecto para la determinacion de

incertidumbre para el metal As

Rep Mtra | Dig. Mtra. y E. ‘

| Adic. Acidos |
Concen. (pg
As/L
Ad. | )
Slnes

[cal. Equipo | > [_PRE.MTRA_|

| Prep. Estandares |

| nc.MRC [ N\¢——— iicuota |

[Aforo |——>
Curva de calibraciéon Factor Dil.

Descripcién del diagrama

Rep. Mtra: Repetibilidad de la muestra

Precision de andlisis de muestra

Dig. Mtra y E: Digestion de la muestra y Estandares

Acido nitrico (Pipeta de 2 mL Aforada)

Acido clorhidrico (Pipeta de 1 mL Aforada)

Alicuota de la muestra sin digerir (Pipeta de 20 mL Aforada)

Alicuota de la muestra sin digerir (Pipeta de 2.5 mL Aforada)

Tolerancia de las pipetas

Curva de Calibracion
— Cal. Equipo: Calibracion del AANALYST400
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— Inc. MCR: Incertidumbre asociada al material de referencia certificado
As de PerkinElmer

— Prep. Solucion Estandar: Incertidumbre debida a la preparacion del

estandar de trabajo de 10 mg As/L

— Prep. Estandares: Preparacion de patrones para la curva

+ Factor Dil.: Factor de dilucién a partir del patron de 1000 ppm

Aforo: Aforo de estandares en Balén Aforado de 100 mL.

Alicuota: Medicion de alicuotas de patron de 1000ppm con pipetas
aforadas: Efecto de la diferencia de temperatura de calibracion y

ambiental, tolerancia y repetibilidad del material volumétrico.

PREPARACION DE MUESTRAS: Respuesta del equipo

Ad. Slnes: Adicion de soluciones estabilizante en la lectura

— Acido clorhidrico (Pipeta de 5 mL Aforada)

— Solucion de Kl al 5% (Pipeta de 5 mL Aforada)

Incertidumbre debida a la lectura del equipo
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 PREVALIDACION

3.1.1 Verificacién de patrones

Estandar certificado de 1000 mg Cu/L (Cobre): se utilizé6 un patron de cobre
certificado Certipur de 1000 + 2mg Cu/L, marca PerkinElImer Pure No: 19-
133CUY1 trazable en agua acidulada al 2% de HNOs.

Estandar certificado de 1000 mg Fe/L (Hierro): se utiliz6 un patron de hierro
certificado Certipur de 1000 + 2mg Fe/L, marca PerkinElmer Pure No: 19-216FEY1

trazable en agua acidulada al 1% de HNOas.

Estandar certificado de 1000 mg Hg/L (Mercurio): se usé un patron de mercurio
certificado Certipur de 1000 + 2mg Hg/L, marca Perkin Elmer Pure No: 19-
23HGX1 trazable en agua acidulada al 10% HNOs.

Estandar certificado de 1000 mg As/L (Arsénico): se utilizO un patron de
arsénico certificado Certipur de 1000 + 2mg As/L, marca PerkinElmer Pure No: 18-
200ASX1trazable en agua acidulada al 2% de HNOs.

3.1.2 Verificacidon de equipos

Espectrofotometro AAnaliyst 400, calibrado y verificado por la empresa POLCO,

certificé las condiciones idéneas para su correcto funcionamiento.
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Equipo de absorcién atomica, calibrado y verificado por la empresa POLCO,
certificando las condiciones idoneas para su correcto funcionamiento en cuanto a

la atomizacion por llama y la generacion de hidruros.

Bafio Termostatado, verificado por medio de un termémetro calibrado por la
empresa MetroLabor certificando las condiciones iddéneas para su correcto

funcionamiento por lo relacionado con la generacion de hidruros.

Balanza analitica SARTOTIUS BP211D, calibrada y verificada por la empresa
METROLABOR Ltda, certificO las condiciones idéneas para su correcto

funcionamiento.

Microwave, calibrado y verificado por la empresa POLCO, certifico las
condiciones idoneas para su correcto funcionamiento.

3.2 VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS PARA METALES

3.2.1 Cobre Se efectud el analisis y determinacién de cobre en las soluciones de
trabajo seleccionadas para lo critico del método analitico normalizado por un

tiempo siete dias, obteniéndose los siguientes resultados reportados como mg

Cu/L registrados en la tabla N° 14:
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Tabla 14. Analisis de muestras y estandares para Cu

SM 3111B Cobre

Muestras y estandares con digestion

ESENEEy Estandar
No. de datos Bk de 0,1 M1 MAB MAA
de 1ppm
ppm
1 0,007 0,102 1,090 0,400 0,477 0,992
2 0,003 0,113 1,055 0,407 0,481 1,012
3 0,004 0,108 1,028 0,380 0,460 0,971
4 0,009 0,113 1,055 0,400 0,477 1,006
5 0,010 0,119 1,072 0,402 0,481 0,999
6 -0,002 0,103 1,060 0,373 0,447 0,955
7 0,006 0,110 1,037 0,372 0,442 0,953
Promedio 0,005 0,110 1,057 0,390 0,467 0,984
DESVEST 0,004 0,006 0,021 0,015 0,017 0,024
CV% 0,006 0,004 0,015 3,808 3,571 2,483
Valor minimo | -0,002 0,102 1,028 0,372 0,442 0,953
Valor méximo | 0,010 0,119 1,090 0,407 0,481 1,012
Intervalo 0,013 0,017 0,062 0,035 0,039 0,059
Nimero de 7 5 7 7 7 5
datos
Criterio T
Talto - 1,517 1,613 1,093 0,896 1,149
Tbajo - 1,316 1,378 1,253 1,452 1,270
T tedérico 95% - 1,940 1,940 1,940 1,940 1,940
% Error - 9,67 5,68 - - -
Exactitud - 90,3 94 .3 - - -
Porcentajg 'de ] ] ] ) 109 105
recuperacion

*DATOS RECHAZADOS
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Los estandares y las muestras ambientales fueron analizados segun la

metodologia propuesta.

En el desarrollo del analisis estadistico de los datos, se empleé la prueba t para el
rechazo de datos que no se ajustaban al comportamiento regular de los ensayos
se determind que son datos dispersos, este analisis se basé en calcular un valor t
experimental, para el maximo valor de las mediciones llamado T, Yy un valor
minimo de las mediciones llamado Tyyo. El valor t experimental se calculé de

acuerdo con la expresién matematica ecuacion N° 17.

Valor max/min—Promedio

Ec. 17

Texp =

Desviacion estandar

Como resultado de la prueba t, no hubo rechazo de datos en las mediciones
realizados. Adicional a esto, se emple6 como segundo criterio para el rechazo de
datos, la verificacion con él %CV establecido internamente en el LEA, siendo este
del 10%. De acuerdo con este criterio, no se vio la necesidad de rechazar datos de

las mediciones realizadas.

3.2.1.1 Intervalo de validacion para Cu En relacion a los resultados obtenidos en
las curvas de calibracion de las mediciones en desarrollo, para la validacion de
esta técnica, el rango de aplicabilidad del método fue de 0,1 a 2 mg Cu/L de

acuerdo a lo reportado a las curvas de calibracion.

3.2.1.2 Curvas de calibracion para Cu De acuerdo a las indicaciones del método
se requiere preparar y leer diariamente una curva de calibracion; por lo cual
durante este proceso se obtuvo un total de siete curvas. A continuacién se

registran estos valores en la tabla N° 15:
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Tabla 15. Datos curvas de calibracion para la determinacién de Cu

Dia EO1 E E E E : o b
ppm | 0,25ppm | 0,5ppm | 1ppm | 1,5ppm
1 | 0,019 | 0,047 0,092 | 0,180 | 0,260 |0,999358 | 0,176200 | 0,0000
2 |0,018 0,044 0,087 | 0,170 | 0,253 | 0,999860 | 0,169520 | 0,0000
3 | 0,020 0,048 0,095 | 0,187 | 0,272 |0,999614 | 0,183860 | 0,0000
4 | 0,019 0,047 0,092 | 0,183 | 0,269 | 0,999764 | 0,180690 | 0,0000
5 | 0,019 0,046 0,091 | 0,185 | 0,268 | 0,999709 | 0,180980 | 0,0000
6 | 0,019 0,047 0,094 | 0,183 | 0,270 |0,999744 | 0,181580 | 0,0000
7 | 0,020 0,048 0,096 | 0,185 | 0,275 |0,999730 | 0,184510 | 0,0000

Con los resultados obtenidos de absorbancia se construyeron las curvas de

calibracion para la determinacion de Cu cada dia (figura N° 15).

Figura 15. Curvas de Calibracion Cobre
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3.2.1.3 Linealidad para Cu De acuerdo a lo establecido por el SM para la
aceptacion de las curvas de calibracion, estas cumplieron con el criterio de los
coeficientes de correlacion r > 0.995. Se confirmé este comportamiento en los
resultados obtenidos para cada una de las curvas, anexo a esto como criterio de
confirmacién se realizé la prueba t a las curvas de calibracion, y se corrobor6 la
linealidad de estas para un 95% de confianza en siete datos, se concluye la
existencia de correlacion entre los valores de concentracion y absorbancia de la
curva, a su vez también se determind que el CV% para las curvas en cada uno de
los estéandares preparados fue menor al 5%, reafirmando claramente la linealidad,
tabla N° 16:

Tabla 16: Controles Validacién Cu

Controles curvas de calibracién Cu
coeficiente
Estandar o _
desviacion promedio de
(ppm) L,
variacion
Bk 0,0000 0,0000 -
0,1 0,0007 0,0191 3,6048
0,25 0,0014 0,0467 2,9544
0,5 0,0030 0,0924 3,2372
1 0,0057 0,1819 3,1175
1,5 0,0076 0,2667 2,8531

3.2.1.4 Sensibilidad del método para la determinacion de Cu Se tomo la
pendiente promedio de las curvas de minimos cuadrados como el parametro para
determinar la sensibilidad del método, dando como resultado 0,1796 ABS/mg Cu/L
y CV% 2,8531% menor al 5%. Se representa esta sensibilidad como el cambio de
la absorbancia debido al cambio de la concentracion.
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3.2.1.5 Limite de deteccion (LDM) para Cu El limite de deteccién para este

método analitico, se estimo con la ecuacion N° 12, y se obtuvo un LDM de:

LDM = 0,005 + (3 x 0,004); LDM = 0,018 mg Cu/L

3.2.1.6 Limite de cuantificacion para Cu El limite de cuantificacion del método,
se computd en el rango correspondiente al analisis de cobre sin dilucién de
reactivos llamado (LDC). Estos valores se obtuvieron a partir del analisis
estadistico de resultados adquiridos en la tabla N° 14 para el estandar de menor
concentracion de 0,1 mg Cu/L (sin dilucion), empleando la expresion matematica
deducida en la ecuacién 13 un valor de t para n-1 grados de libertad y un nivel de

confianza del 99% se obtuvo un resultado de:

LDC=0,1+3,14%0,006 ; LDC = 0,119 mg Cu/L

3.2.1.7 Precision Cu La precision del método analitico se evalué en términos de
CV%, en relacion a la ecuacion 14, para cada una de las muestras ambientales y
estandares preparados y analizados durante el periodo de la validacién el cual fue
de siete dias. En la tabla 14 citan los resultados obtenidos para cada uno de los

mencionados.

Como respuesta de las mediciones, se identifican que los valores de CV% para los
estandares de 0,1 y 1ppm, M, MAB y MAA, son menores al 5%. Lo anterior indica
gue para muestras ambientales tanto de adiciones altas, bajas y estandares
preparados, el método analitico indica una alta precision en las mediciones
obtenidas. Los andlisis de precision para los estandares y muestras ambientales,
son conformes a lo establecido por el sistema de calidad, donde se admite un
CV% menor al 10%.
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3.2.1.8 Exactitud Cu Los resultados de exactitud de los estandares preparados se
muestran en la parte inferior de la tabla N° 14. La exactitud de los estandares
evaluados, se estim0 de acuerdo con lo sefialado en la metodologia y
requerimientos planteados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY
CONTROL controles de calidad del método, observandose una alta exactitud en

todo el rango de medida, con valores superiores al 85%.

3.2.1.9 Recuperacion del método para determinacién de Cu Para las muestras
ambientales adicionadas, se calculé porcentaje de recuperacion %R, de acuerdo a
la expresion matematica, ecuacion N°. 8. Para la MAA 105%, para la MAB fue del
109%. Estos valores se aceptan, ya que para el laboratorio y segun los criterios
dados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY CONTROL él %R debe
oscilar entre el 80 y el 115%.

3.2.1.10 Cartas control determinacion de Cu Se construyeron las cartas de
control con los datos obtenidos en la tabla N° 14, para el estandar 1 ppm de

cobre. Se visualizan en la figura N° 16 y figura 17:

Figura 16. Carta control E 1 ppm Cu
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Figura 17Carta control Recuperacién para Cu
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Como se evidencia en las cartas control de exactitud y recuperacion del método,
no se presentan tendencias de alarma frente a los analisis realizados, este
demuestra que la metodologia no se encuentra a errores sistematicos. En la carta
control de exactitud para el estdndar de 1ppm Cu estos resultados estan por
debajo del limite de alarma del método, para la carta control de recuperacion en
las muestras baja y alta son resultados esperados que estan muy cercanos al

promedio del ensayo esperado, es claro sefialar el buen trabajo en el laboratorio.
3.2.1.11 Incertidumbre para Cu A continuacion, se detalla cada uno de los
calculos realizados, para estimar la incertidumbre para el método de
determinacion de cobre (SM 3111B), de acuerdo con las fuentes de
incertidumbres escogidas en la metodologia.

a. Incertidumbre Curva de Calibracién para Cu

Esta incertidumbre es debida a cada uno de los estandares de preparacion que

constituyen la curva de calibracion, se estimo el calculo de la incertidumbre segun
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lo planteado por la guia Eurachem. De esta forma se asumen implicitas o
despreciables las incertidumbres, debidas a la preparacion de los estandares,

teniendo en cuenta solo la desviacion de la sefial del equipo.

De acuerdo con la curva de calibracién analizada en el numeral 3.2.1.1, se obtuvo

la curva de calibracion promedio:

Figura 18. Curva de Calibracion promedio para Cobre
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m= 0,1796 y b=0,0, donde m es la pendiente y b el intercepto con el origen. Con

estos datos, se procedié a calcular la incertidumbre estandar debida a la curva de

calibracion, aplicando la siguiente ecuacion:

1 (Co-0)?

u(Co) =%\/%+1—1+ Ec. 18

Sxx
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Siendo:

n-2

n_[4;—(mCo+b)|* _
S = jz"l[’ meotl £ 1. s, =¥".(C,—T)? Ec.20

Donde:

u(Co): incertidumbre de la medida Co, por la curva de calibracién
S: desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal

Aj: las j lecturas observadas

Ci: las i concentraciones usadas para la calibraciéon

p: nimero de veces que se elaboré la curva de calibracion

n: numero de medidas para la calibracion

Co: concentracion en estudio

C: Valor medio de las concentraciones utilizadas para la calibracion

S,x: suma de los cuadrados de los residuales de las concentraciones

Con esta curva de calibracion promedio y los datos de los dias validados se

consolida cada uno de estos datos en las siguientes tablas:

Tabla 17. Datos de Absorbancia de los dias de Validacion para Cu
DATOS EN ABSORBANCIA

concentracion 1 2 3 4 5 6 7
0,1 0,019 | 0,018 | 0,020 | 0,019 | 0,019 | 0,019 | 0,020
0,25 0,047 | 0,044 | 0,048 | 0,047 | 0,046 | 0,047 | 0,048
0,5 0,092 | 0,087 | 0,095 | 0,092 | 0,091 | 0,094 | 0,096
1 0,180 | 0,270 | 0,187 | 0,183 | 0,185 | 0,183 | 0,185
1,5 0,260 | 0,253 | 0,272 | 0,269 | 0,268 | 0,270 | 0,275
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Tabla 18. Diferencias al cuadrado de cada dia con la concentracion para Cu

X Diferencias al cuadrado
0,1 [1,07744E-06 | 1,444E-09 |4,15344E-06 | 1,07744E-06 | 1,07744E-06 | 1,07744E-06 | 4,15344E-06
0,25 | 4,38903E-06 | 8,19025E-07 | 9,57903E-06 | 4,38903E-06 | 1,19903E-06 | 4,38903E-06 | 9,57903E-06
0,5 | 4,7961E-06 | 7,8961E-06 |2,69361E-05 | 4,7961E-06 | 1,4161E-06 | 1,75561E-05 | 3,83161E-05
1 1,444E-07 | 9,25444E-05 | 5,44644E-05 | 1,14244E-05 | 2,89444E-05 | 1,14244E-05 | 2,89444E-05
1,5 | 8,89249E-05 | 0,000269945 | 6,6049E-06 | 1,849E-07 | 2,0449E-06 | 3,249E-07 | 3,10249E-05
Dia 1 2 3 4 5 6 7
Tabla 19: Sumas de cuadrados para Cu
SOl 0,000775619
cuadrados
suma/n-2 2,35036E-05
S 0,00485
0,1 0,4
0,25 0,25
0,5 0
1 -0,5
1,5 -1
SXX 1,4725
m-B1 0,17962
b-BO 0
n 35
p 7
con. Media 0,5
Co. De mayor
y 15
desv
uest.cc 0,01144
MTRA
Uest.rel.CC
0,02933
U3r
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Con una incertidumbre estandar relativa de 0,02933.

b. Incertidumbre de la digestion para Cu

Se determiné la incertidumbre aportada por la adicion de los &cidos participes en

la digestion, hasta completar un volumen final de estandares y muestras de 25 mL,

tomando en cuenta tolerancia del material volumétrico y distribucién, se consigno

esta informacion en la siguiente tabla:

Tabla 20: Digestion de estandares y muestras por MULTIWAVE para Cu

Parametros para la digestion:

VOL MEDIDO
(mL) TOLERANCIA| TIPO DISTRIBUCION
2,5 0,01 B RECTANGULAR
20 0,03 B RECTANGULAR
2 0,006 B RECTANGULAR
1 0,01 B RECTANGULAR
Resultados para la digestion:
VOL
MEDIDO u u COMBINADA
(mL) u ESTANDAR |u RELATIVA| COMBINADA TOTAL
2,5 0,005773503 |0,002309401
0,002466441
20 0,017320508 |0,000866025
0,011933845
2 0,003464102 |0,001732051
0,011676187
1 0,005773503 |0,011547005
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c. Incertidumbre de la repetibilidad para Cu

Se estimo en esta parte por medio del calculo de la desviacion estandar relativa,
debida a la repetibilidad de la muestra de cobre, se consigna esta informacion en

la siguiente tabla:

Tabla 21: Calculo de incertidumbre para la repetibilidad de la muestra de Cu

REPETIBILIDAD MTRA
CODIGO . . u u ESTANDAR
X | DESVIACION | TIPO | DISTRIBUCION
MTRA ESTANDAR RELATIVA
MTRA Cu 0,39 0,015 A NORMAL 0,0150 0,03846

Finalmente la incertidumbre aportada por la repetibilidad con incertidumbre

estandar relativa es 0,03846.

d. Incertidumbre combinada del método para Cu

Finalmente se estimo el calculo de la incertidumbre combinada para el método de
cobre, teniendo en cuenta las consideraciones del método y muestras,

consignadas en la siguiente tabla:

Tabla 22. Contribuciones de las fuentes de Incertidumbres para la

determinacion de Cu

U .
U EXPRESION DE
FUENTE u COMBINADA | COMBINADA
EXPANDIDA INCERTIDUMBRE
TOTAL
CURVADE VALOR OBTENIDO +/-
0,029333009
CALIBRACION 0,049821 0,099642 (VALOR
DIGESTION 0,011933845 OBTENIDO*Uexpandida)
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U
FUENTE u COMBINADA | COMBINADA
TOTAL

U EXPRESION DE
EXPANDIDA| INCERTIDUMBRE

REPET. MTRA 0,038461538

U COMBINADA 0,049821

Posterior a esto, se requiere un analisis donde se permita visualizar estas

contribuciones en la figura N° 19:

Figura 19: Contribuciones de Incertidumbre para la determinacién de Cu

Contribuciones de Incertidumbre
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REPET. MTRA
DIGESTION

CURVA DE CALIBRACION

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Contribucién u(y)

Como se observa en la figura 19 la mayor contribucién a la incertidumbre de la
medida de cobre, es debida a la repetibilidad de la muestra y a la curva de

calibracion.

Incertidumbre expandida del método, se obtuvo multiplicando la incertidumbre
combinada del método por un factor K=2, obteniéndose una incertidumbre
expandida del método para cobre de 0,099642, aceptandose para las condiciones
de calidad del LEA. Expresion del resultado final: X + U mg Cu/L
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3.2.2 Hierro Se efectu6 el andlisis y determinacién de hierro en las soluciones de
trabajo seleccionadas para lo critico del método analitico normalizado por un
tiempo siete dias, obteniéndose los siguientes resultados reportados como mg

FelL registrados en la tabla N° 23:

Tabla 23. Analisis de muestras y estandares para Fe

SM 3111B Hierro
Muestras con digestion y estandares
Estandar | Estandar

No. de datos Bk de 0,3 de 1 M1 MAB MAA
ppm ppm

1 0,036 0,342 1,065 0,911 | 0,765 | 1,223

2 0,082 | 0,397* 1,124 1,016 | 0,857* | 1,314

3 0,053 0,354 1,096 0,989 | 0,779 | 1,280

4 0,028 0,335 1,058 0,957 | 0,739 | 1,250

5 0,038 0,344 1,078 0,983 | 0,756 | 1,274

6 0,039 0,346 1,067 0,994 | 0,761 | 1,291

7 0,017 0,331 1,068 0,935 | 0,741 | 1,243
8 0,033 0,366 - 0,886 | 0,720 -

Promedio 0,041 0,345 1,080 0,959 | 0,751 | 1,268

DESVEST 0,020 0,012 0,023 0,045 | 0,020 | 0,031

CV% - 3,407 2,151 4,666 | 2,615 | 2,453

Valor minimo 0,017 0,331 1,058 0,886 | 0,720 | 1,223

Valor maximo 0,082 0,366 1,124 1,016 | 0,779 | 1,314

Intervalo 0,065 0,035 0,067 0,129 | 0,059 | 0,091
Numero de datos 8 7 7 8 7 7

Criterio T

Taito - 1,761 1,934 1,267 | 1,378 | 1,490

Thajo - 1,214 0,932 1,622 | 1,624 | 1,439

T tedrico 95% - 1,940 1,940 2,110 | 2,030 | 1,940
% Error - 15,1 8,0 - - -
Exactitud - 84,9 92,0 - - -

Porcentaje de
recuperacion - - - -
*DATOS RECHAZADOS

109 105
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Los estandares y las muestras ambientales fueron analizados segun la

metodologia propuesta.

En el desarrollo del analisis estadistico de los datos, se empleé la prueba t para el
rechazo de datos que no se ajustaban al comportamiento regular de los ensayos
se determind que son datos dispersos, este analisis se basé en calcular un valor t
experimental, para el maximo valor de las mediciones llamado T, Yy un valor
minimo de las mediciones llamado Ty El valor t experimental se calculé de

acuerdo con la expresién matematica ecuacion N° 17.

Como resultado de la prueba t, no hubo rechazo de datos en las mediciones
realizados. Adicional a esto, se empled como segundo criterio para el rechazo de
datos, la verificacion con él %CV establecido internamente en el LEA, siendo este
del 10%. De acuerdo con estos criterios, se vio la necesidad de rechazar dos
datos para el estandar de 0,3 ppm y un dato para la MAB para asegurar la

trazabilidad de la validacion.

3.2.2.2 Intervalo de validacién para Fe En relacion a los resultados obtenidos en
las curvas de calibracion de las mediciones en desarrollo, para la validacion de
esta técnica, el rango de aplicabilidad del método fue de 0,3 a 2 mg Fe/L de

acuerdo a lo reportado a las curvas de calibracion.

3.2.2.3 Curva de calibracion para Fe De acuerdo a las indicaciones del método
se requiere preparar y leer diariamente una curva de calibracion; por lo cual
durante este proceso se obtuvo un total de siete curvas. A continuacion se

registran estos valores en la tabla N°. 24:
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Tabla 24: Datos curvas de calibracién parala determinacion de Fe

Dia | E0,3ppm | E0,5ppm | E 1ppm | E 1,5ppm | E 2ppm r m b
1 0,017 0,028 0,056 0,083 0,110 | 0,999925 | 0,05523 | 0,000
2 0,017 0,029 0,059 0,087 0,114 | 0,999762 | 0,05761 | 0,000
3 0,016 0,028 0,055 0,082 0,109 | 0,999907 | 0,05463 | 0,000
4 0,015 0,026 0,054 0,081 0,107 | 0,999824 | 0,05348 | 0,000
5 0,017 0,027 0,055 0,082 0,108 | 0,999877 | 0,0544 | 0,000
6 0,016 0,026 0,053 0,077 0,103 | 0,999831 | 0,05185 | 0,000
7 0,019 0,031 0,062 0,092 0,121 | 0,999781 | 0,06105 | 0,000
8 0,019 0,032 0,064 0,095 0,126 | 0,999947 | 0,06325 | 0,000

Con los resultados obtenidos de absorbancia se construyeron las curvas de

calibracion para la determinacion de Fe cada dia (figura N° 20).

Figura 20: Curvas de Calibracion Hierro
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3.2.2.4 Linealidad para Fe De acuerdo a lo establecido por el SM para la

aceptacion de las curvas de calibracidon, estas cumplieron con el criterio de los

coeficientes de correlacion r > 0.995. Se confirm6 este comportamiento en los
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resultados obtenidos para cada una de las curvas, anexo a esto como criterio de
confirmacién se realizé la prueba t a las curvas de calibracion, y se corrobor6 la
linealidad de estas para un 95% de confianza en siete datos, se concluye la
existencia de correlacién entre los valores de concentracion y absorbancia de la
curva, a su vez también se determiné que el CV% para las curvas en cada uno de
los estandares preparados fue menor al 10% ajustdndose a los lineamientos

internos del LEA, reafirmando claramente la linealidad, tabla N° 25:

Tabla 25Controles Validaciéon Fe

Controles curvas de calibracion Fe
coeficiente
Estandar o .
desviacion promedio de
(ppm) L
variacion
Bk 0,0000 0,0000 -
0,1 0,0014 0,0170 8,3189
0,25 0,0022 0,0284 7,7527
0,5 0,0040 0,0573 6,9713
1 0,0060 0,0849 7,1094
1,5 0,0077 0,1123 06,8636

3.2.2.5 Sensibilidad del método para la determinacion de Fe Se tomd la
pendiente promedio de las curvas de minimos cuadrados como el pardmetro para
determinar la sensibilidad del método, dando como resultado 0,0564 ABS/mg Fe/L
y CV% 6,9510% menor al 10%. Se representa esta sensibilidad como el cambio

de la absorbancia debido al cambio de la concentracion.

3.2.2.6 Limite de deteccién (LDM) para Fe El limite de deteccion para este

meétodo analitico, se estimé con la ecuacion 12, y se obtuvo un LDM de:
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LDM = 0,041 + (3 * 0,020); LDM = 0,099 mg Fe /L

3.2.2.7 Limite de cuantificacion para Fe El limite de cuantificacién del método,
se computd en el rango correspondiente al andlisis de hierro sin dilucién de
reactivos llamado (LDC). Estos valores se obtuvieron a partir del analisis
estadistico de resultados adquiridos en la tabla N° 23 para el estandar de menor
concentracién de 0,3 mg Fe/L (sin dilucion), empleando la expresibn matematica
deducida en la ecuacién 13 un valor de t para n-1 grados de libertad y un nivel de

confianza del 99% se obtuvo un resultado de :

LDC=0,1+3,14+0,006 ; LDC = 0,337 mg Fe/L

3.2.2.8 Precision Fe La precision del método analitico se evalud en términos de
CV%, en relacion a la ecuacion 14, para cada una de las muestras ambientales y
estandares preparados y analizados durante el periodo de la validacién el cual fue
de siete dias. En la tabla 23 citan los resultados obtenidos para cada uno de los

mencionados.

Como respuesta de las mediciones, se identifican que los valores de CV% para los
estandares de 0,3 y 1ppm, M, MAB y MAA, son menores al 5%. Lo anterior indica
gue para muestras ambientales tanto de adiciones altas, bajas y estandares
preparados, el método analitico indica una alta precision en las mediciones
obtenidas. Los analisis de precision para los estandares y muestras ambientales,
son conformes a lo establecido por el sistema de calidad, donde se admite un
CV% menor al 10%.

3.2.2.9 Exactitud Fe Los resultados de exactitud de los estandares preparados se
muestran en la parte inferior de la tabla N°23. La exactitud de los estandares
evaluados, se estim6 de acuerdo con lo sefialado en la metodologia vy
requerimientos planteados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY
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CONTROL controles de calidad del método, observandose una alta exactitud en

todo el rango de medida, con valores superiores al 85%.

3.2.2.10 Recuperacién del método para determinacion de Fe Para las
muestras ambientales adicionadas, se calculé porcentaje de recuperacion %R, de
acuerdo a la expresion matematica, ecuaciéon N°. 8. Para la MAA 105%, para la
MAB fue del 109%. Estos valores se aceptan, ya que para el laboratorio y segun
los criterios dados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY CONTROL
él %R debe oscilar entre el 80 y el 115%.

3.2.2.11 Cartas control determinacion de Fe Se construyeron las cartas de
control con los datos obtenidos en la tabla N° 23, para el estdndar de 1 ppm de

hierro. Estas se visualizan en las figura N° 21 y figura 22:

Figura 21. Carta control E 1 ppm Fe
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Figura 22. Carta control Recuperacién para Fe
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Como se evidencia en las cartas control de exactitud y recuperacion del método,
no se presentan tendencias de alarma frente a los andlisis realizados, este
demuestra que la metodologia no se encuentra a errores sistematicos. En la carta
control de exactitud para el estandar de lppm Fe estos resultados la mayoria
estan por debajo del limite de alarma del método, para la carta control de
recuperacion en las muestras baja y alta son resultados esperados que estan muy
cercanos al promedio del ensayo esperado, es claro sefialar el buen trabajo en el

laboratorio.

3.2.2.12 Incertidumbre para Fe A continuacion, se detalla cada uno de los
calculos realizados, para estimar la incertidumbre para el método de
determinacién de hierro (SM 3111B), de acuerdo con las fuentes de

incertidumbres escogidas en la metodologia.
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a. Incertidumbre Curva de Calibracién para Fe

Esta incertidumbre es debida a cada uno de los estandares de preparacion que
constituyen la curva de calibracion, se estimo el calculo de la incertidumbre segun
lo planteado por la guia Eurachem. De esta forma se asumen implicitas o
despreciables las incertidumbres, debidas a la preparacion de los estandares,

teniendo en cuenta solo la desviacion de la sefial del equipo.

De acuerdo con la curva de calibracion analizada en el numeral 3.2.2.1, se obtuvo

la curva de calibracion promedio:

Figura 23. Curva de Calibracion promedio para Hierro

Curva de Calibracion Promedio para Hierro
0,1200

0,1000

1a

0,0800

Curva Promedio

o
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0,0200

0,0000
0 0,5 1 15 2 25

Concentracion mg Fe/L

m= 0,0564 y b=0, donde m es la pendiente y b el intercepto con el origen. Con
estos datos, se procedi6 a calcular la incertidumbre estandar debida a la curva de

calibracion, aplicando la siguiente ecuacion:

—0)2
woy =2 1@

p n Sxx

Ec. 18
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Siendo:

n-2

n_[4;—(mCo+b)|* _
S = jz"l[’ meotl £ 1. s, =¥".(C,—T)? Ec.20

Donde:

u(Co): incertidumbre de la medida Co, por la curva de calibracién
S: desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal

Aj: las j lecturas observadas

Ci: las i concentraciones usadas para la calibraciéon

p: nimero de veces que se elabord la curva de calibracion

n: numero de medidas para la calibracion

Co: concentracion en estudio

C: Valor medio de las concentraciones utilizadas para la calibracion

S,x: suma de los cuadrados de los residuales de las concentraciones

Con esta curva de calibracion promedio y los datos de los dias validados se

consolida cada uno de estos datos en las siguientes tablas:

Tabla 26. Datos de Absorbancia de los dias de Validacién para Fe

DATOS EN ABSORBANCIA

Concentracion 1 2 3 4 5 6 7 8
0,3 0,017 | 0,017 | 0,016 | 0,015 | 0,017 | 0,016 | 0,019 | 0,019
0,5 0,028 | 0,029 | 0,028 | 0,026 | 0,027 | 0,026 | 0,031 | 0,032
1 0,056 | 0,059 | 0,055 | 0,054 | 0,055 | 0,053 | 0,062 | 0,064
1,5 0,083 | 0,087 | 0,082 | 0,081 | 0,082 | 0,077 | 0,092 | 0,095
2 0,110 | 0,114 | 0,109 | 0,207 | 0,108 | 0,103 | 0,121 | 0,126
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Tabla 27. Diferencias al cuadrado de cada dia con la concentracion para Fe

Diferencias al cuadrado

0,3

6,4E-09

6,4E-09

8,464E-07

3,6864E-06

6,4E-09

8,464E-07

4,3264E-06

4,3264E-06

0,5

4E-08

6,4E-07

4E-08

0,00000484

0,00000144

0,00000484

0,00000784

0,00001444

1,6E-07

6,76E-06

0,00000196

0,00000576

0,00000196

0,00001156

0,00003136

0,00005776

1,5

2,56E-06

0,00000576

6,76E-06

1,296E-05

6,76E-06

5,776E-05

5,476E-05

0,00010816

7,84E-06

1,44E-06

0,00001444

0,00003364

0,00002304

9,604E-05

0,00006724

0,00017424

Dia

1

2

3

4

5

6

7

8

Tabla 28: Sumas de cuadrados para Fe

sumade
cuadrados

0,000838851

suma/n-2

2,2075E-05

S

0,00470

0,3

0,7

0,5

0,5

1

0

1,5

-0,5

2

-1

SXX

1,99

m-B1l

0,0564

b-BO

0

n

40

p

8

con. Media

1

Co. De mayor

desv

2

uest.cc

0,03238

Uest.rel.CC

Udr

0,03394

MTRA
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Con una incertidumbre estandar relativa de 0,03394.

b. Incertidumbre de la digestion para Fe

Se determiné la incertidumbre aportada por la adicion de los &cidos participes en

la digestion, hasta completar un volumen final de estandares y muestras de 25 mL,

tomando en cuenta tolerancia del material volumétrico y distribucién, se consigno

esta informacion en la siguiente tabla:

Tabla 29: Digestion de estandares y muestras por MULTIWAVE para Fe

Parametros para la digestion:

VOL MEDIDO
(mL) TOLERANCIA| TIPO DISTRIBUCION
2,5 0,01 B RECTANGULAR
20 0,03 B RECTANGULAR
2 0,006 B RECTANGULAR
1 0,01 B RECTANGULAR
Resultados para la digestion:
VOL
MEDIDO u u COMBINADA
(mL) u ESTANDAR |u RELATIVA| COMBINADA TOTAL
2,5 0,005773503 |0,002309401
0,002466441
20 0,017320508 |0,000866025
0,011933845
2 0,003464102 |0,001732051
0,011676187
1 0,005773503 |0,011547005
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c. Incertidumbre de la repetibilidad para Fe
Se estimo en esta parte por medio del calculo de la desviacion estandar relativa,
debida a la repetibilidad de la muestra de cobre, se consigna esta informacion en

la siguiente tabla:

Tabla 30. Calculo de incertidumbre para la repetibilidad de la muestra de Fe

REPETIBILIDAD MTRA
CODIGO . . u u ESTANDAR
X | DESVIACION | TIPO | DISTRIBUCION
MTRA ESTANDAR RELATIVA
MTRA Fe 0,95 0,044 A NORMAL 0,0440 0,04612

Finalmente la incertidumbre aportada por la repetibilidad con incertidumbre

estandar relativa es 0,04612.

d. Incertidumbre combinada del método para Fe

Finalmente se estimo el calculo de la incertidumbre combinada para el método de
hierro, teniendo en cuenta las consideraciones del método y muestras,

consignadas en la siguiente tabla:

Tabla 31: Contribuciones de las fuentes de Incertidumbres para la

determinacién de Fe

U .
U EXPRESION DE
FUENTE u COMBINADA | COMBINADA
EXPANDIDA INCERTIDUMBRE
TOTAL
CURVADE VALOR OBTENIDO +/-
0,033939286
CALIBRACION 0,058493531 | 0,116987061 (VALOR
DIGESTION 0,011933845 OBTENIDO*Uexpandida)
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U
FUENTE u COMBINADA | COMBINADA
TOTAL

u EXPRESION DE
EXPANDIDA INCERTIDUMBRE

REPET. MTRA 0,046121593

U COMBINADA 0,058493531

Posterior a esto, se requiere un analisis donde se permita visualizar estas

contribuciones en la figura N° 24:

Figura 24. Contribuciones de Incertidumbre para la determinacion de Fe

Contribuciones de Incertidumbre
U COMBINADA
REPET. MTRA
DIGESTION

CURVA DE CALIBRACION

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Contribucion u(y)

Como se observa en la figura 24 la mayor contribucion a la incertidumbre de la
medida de hierro, es debida a la repetibilidad de la muestra y a la curva de

calibracion.

Incertidumbre expandida del método, se obtuvo multiplicando la incertidumbre
combinada del método por un factor K=2, obteniéndose una incertidumbre
expandida del método para cobre de 0,116987061, aceptandose para las

condiciones de calidad del LEA.
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Expresion del resultado final: X+ U mg Fe/L

3.2.3 Mercurio Se efectud el andlisis y determinacion de mercurio en las
soluciones de trabajo seleccionadas para lo critico del método analitico
normalizado por un tiempo siete dias, obteniéndose los siguientes resultados

reportados como pg Hg/L registrados en la tabla N° 32:

Tabla 32. Analisis de muestras y estandares para Hg

SM 3112B Vapor Frio Hg

Muestras con Digestion

ESIEIRD Estandar
No. de datos Bk de 25 M1 MAB MAA
de 10 ppb
ppb
1 0 2,533 9,903 3,210 4,548 13,960
2 0 2,510 9,789 3,572 4,509 13,720
3 0 2,506 10,000 2,769 3,720 12,200
4 0 2,495 9,764 3,482 4,411 13,870
5 0 2,526 10,030 3,053 3,879 12,850
6 0 2,417 9,990 2,976 4,131 13,970
7 0 2,400 9,911 2,846 3,580 11,058
Promedio - 2,484 9,912 3,130 4,111 13,090
DESVEST - 0,053 0,104 0,307 0,393 1,119
CV% - 2,142 1,049 9,816 9,568 8,550
Valor minimo - 2,400 9,764 2,769 3,380 11,058
Valor ; 2,533 10,030 | 3572 | 4548 | 13,970
maximo

Intervalo - 0,133 0,266 0,803 0,968 2,912

NUumero de - y ; y y y

datos
Criterio T

Talto - 0,923 1,131 1,440 1,111 0,787
Tbajo - 1,576 1,428 1,174 1,350 1,815
T tedrico - 1,940 1,940 1,940 1,940 1,940
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SM 3112B Vapor Frio Hg

Muestras con Digestion

ESErEEy Estandar
No. de datos Bk de 2.5 M1 MAB MAA
de 10 ppb
ppb
95%
% Error -
(15%) 0,65 0,88 - - -
Exactitud -
(85%) 99,4 99,1 - - -
Porcentaje -
de
., - - - 100,397 | 99,913
recuperacion
(70% - 130%)

*DATOS RECHAZADOS

Los estdndares y las muestras ambientales fueron analizados segun la

metodologia propuesta.

En el desarrollo del analisis estadistico de los datos, se empleé la prueba t para el
rechazo de datos que no se ajustaban al comportamiento regular de los ensayos
se determiné que son datos dispersos, este analisis se basé en calcular un valor t
experimental, para el maximo valor de las mediciones llamado T, Yy un valor
minimo de las mediciones llamado Tyao. El valor t experimental se calculé de

acuerdo con la expresion matematica ecuacion N° 17.

Como resultado de la prueba t, no hubo rechazo de datos en las mediciones
realizados. Adicional a esto, se emple6é como segundo criterio para el rechazo de
datos, la verificacion con él %CV establecido internamente en el LEA, siendo este
menor del 10%. De acuerdo con este criterio, no se vio la necesidad de rechazar

datos de las mediciones realizadas.
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3.2.3.1 Intervalo de validacion para Hg En relacién a los resultados obtenidos en

las curvas de calibracion de las mediciones en desarrollo, para la validacion de

esta técnica, el rango de aplicabilidad del método fue de 2,5 a 25 pg Hg/L de

acuerdo a lo reportado a las curvas de calibracion.

3.2.3.2 Curva de calibracion para Hg De acuerdo a las indicaciones del método

se requiere preparar y leer diariamente una curva de calibracion; por lo cual

durante este proceso se obtuvo un total de siete curvas donde se trabajé para

obtener un total de siete datos por estandar. A continuacion se registran estos

valores en la tabla N°. 33:

Tabla 33. Datos curvas de calibracion para la determinacion de Hg

o, | E%5 | ES [ E10 [ E5 [ E2 [ E2S r . .
ppb | ppb | ppb | ppb | ppb | ppb
1 | 0,017 | 0,034 | 0,070 | 0,103 | 0,139 | 0,175 | 0,999938 | 0,006980 | 0,000
2 | 0015 | 0,030 | 0,060 | 0,094 | 0122 | 0,153 | 0,999745 | 0,006120 | 0,000
3 | 0020 | 0,037 | 0072 | 0,104 | 0139 | 0,173 | 0,999437 | 0,006960 | 0,000
4 | 0024 | 0,044 | 0,084 | 0,119 | 0,158 | 0,194 | 0,998458 | 0,007910 | 0,000
5 | 0019 | 0,038 | 0079 | 0,119 | 0,158 | 0,197 | 0,999944 | 0,007890 | 0,000
6 | 0019 | 0,038 | 0079 | 0,119 | 0,157 | 0,19 | 0,999938 | 0,007850 | 0,000
7 | 0017 | 0,037 | 0,077 | 0,117 | 0,155 | 0,194 | 0,999854 | 0,007770 | 0,000

Con los resultados obtenidos de absorbancia se construyeron las curvas de

calibracion para la determinacion de Hg cada dia (figura N° 25).
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Figura 25: Curvas de Calibracion Mercurio
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Para el caso de esta validacion, se reportaran todos los resultados en ug Hg/L,
pero por efecto del estandar con el cual se prepararon los estandares

pertenecientes de la curva calibracion, este es de 1000 mg Hg/L.

3.2.3.3 Linealidad para Hg De acuerdo a lo establecido por el SM para la
aceptacion de las curvas de calibraciéon, estas cumplieron con el criterio de los
coeficientes de correlacion r > 0.995. Se confirm6 este comportamiento en los
resultados obtenidos para cada una de las curvas, anexo a esto como criterio de
confirmacién se realizé la prueba t de student a las curvas de calibracién, y se
corroboré la linealidad de estas para un 95% de confianza en siete datos
seleccionados, se concluye la existencia de correlacion entre los valores de
concentracion y absorbancia de la curva, a su vez también se determind que el
CV% para las curvas en cada uno de los estandares preparados fue menor al 10%
ajustandose a los lineamientos internos del LEA, reafirmando claramente la
linealidad, tabla N° 34:
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Tabla 34. Controles Validacion Hg

Controles curvas de calibracion Hg
Estandar (ppb) desviacion promedio coefic'iethe
de variacion
Bk 0,0000 0,0000 -

2,5 0,0017 0,0184 9,3987

5 0,0039 0,0360 9,9833

10 0,0062 0,0767 8,0707

15 0,0104 0,1107 9,3576

20 0,0112 0,1483 17,5297

25 0,0168 0,1831 9,1516

3.2.3.4 Sensibilidad del método para la determinacion de Hg Se tomo la
pendiente promedio de las curvas de minimos cuadrados como el parametro para
determinar la sensibilidad del método, dando como resultado 0,0074 ABS/ug Hg/L
y CV% 9,3441% menor al 10%. Se representa esta sensibilidad como el cambio

de la absorbancia debido al cambio de la concentracion.

3.2.3.5 Limite de deteccion (LDM) para Hg Para el calculo del limite de
deteccién se tomd como criterio el comportamiento de los blanco a estos se les
sigui6 la misma metodologia que a los estdndares y muestras, se buscé encontrar
el analito en el blanco, pero como en cualquier otra situacion, este proceso de
comparacion implica errores experimentales (en la medida del blanco y en la de la

muestra analizada). Dando como resultado cero.

3.2.3.6 Limite de cuantificacion para Hg El limite de cuantificacion del método,
se comput6é en el rango correspondiente al analisis de mercurio sin dilucion de
reactivos llamado (LDC). Estos valores se obtuvieron a partir del analisis

estadistico de resultados adquiridos en la tabla N° 20 para el estandar de menor
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concentracién de 2,5 ug Hg/L (sin dilucion), empleando la expresién matematica
deducida en la ecuacion 14 un valor de t para n-1 grados de libertad y un nivel de

confianza del 99% se obtuvo un resultado de :

LDC = 2,5 + (3,14 % 0,053) ; LDC = 2,667 pug Hg/L

3.2.3.7 Precision Hg La precision del método analitico se evalu6 en términos de
CV%, en relacion a la ecuacién 14, para cada una de las muestras ambientales y
estandares preparados y analizados durante el periodo de la validacién el cual fue
de siete dias pero para la validacion. En la tabla N° 32 citan los resultados

obtenidos para cada uno de los mencionados.

Como respuesta de las mediciones, se identifican que los valores de CV% para los
estandares de 2,5y 10 ppb, M, MAB y MAA, son menores al 5%. Lo anterior indica
que para muestras ambientales tanto de adiciones altas, bajas y estandares
preparados, el método analitico indica una alta precision en las mediciones
obtenidas. Los andlisis de precision para los estandares y muestras ambientales,
son conformes a lo establecido por el sistema de calidad, donde se admite un
CV% menor al 10%.

3.2.3.8 Exactitud Hg Los resultados de exactitud de los estdndares preparados se
muestran en la parte inferior de la tabla N° 32. La exactitud de los estandares
evaluados, se estim0 de acuerdo con lo sefialado en la metodologia vy
requerimientos planteados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY
CONTROL, controles de calidad del método, observandose una alta exactitud en

todo el rango de medida, con valores superiores al 85%.
3.2.3.9 Recuperaciéon del método para determinacion de Hg Para las muestras

ambientales adicionadas, se calculé porcentaje de recuperacion %R, de acuerdo a

la expresion matematica, ecuacion N°. 9. Para la MAA 99,91 %, para la MAB fue
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del 100,4 %. Estos valores se aceptan, ya que para el laboratorio y segun los
criterios dados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY CONTROL él

%R debe oscilar entre el 70 y el 130%, caracteristico para este metal.
3.2.3.10 Cartas control determinacién de Hg Se construyeron las cartas de
control con los datos obtenidos en la tabla N° 32, para los estandares de 10 ppb

de mercurio. Estas se visualizan en las figura N° 26 y figura 27:

Figura 26: Carta control E 10 ppb Hg
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Figura 27: Carta control Recuperacion para Hg
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Como se evidencia en las cartas control de exactitud y recuperacion del método,
no se presentan tendencias de alarma frente a los analisis realizados, este
demuestra que la metodologia no se encuentra a errores sistematicos. En la carta
control de exactitud para el estandar de 10ppb Hg estos resultados estan por
debajo del limite de alarma del método cercanos al cero, para la carta control de
recuperaciéon en las muestras baja y alta son resultados esperados que estan
sobre al promedio del ensayo esperado, es claro sefalar el buen trabajo en el

laboratorio.

3.2.3.11 Incertidumbre para Hg A continuacion, se detalla cada uno de los
calculos realizados, para estimar la incertidumbre para el método de
determinacion de hierro (SM 3111B), de acuerdo con las fuentes de

incertidumbres escogidas en la metodologia.
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a. Incertidumbre Curva de Calibraciéon para Hg

Esta incertidumbre es debida a cada uno de los estandares de preparacion que
constituyen la curva de calibracion, se estimo el calculo de la incertidumbre segun
lo planteado por la guia Eurachem. De esta forma se asumen implicitas o
despreciables las incertidumbres, debidas a la preparacion de los estandares,

teniendo en cuenta solo la desviacion de la sefial del equipo.

De acuerdo con la curva de calibracion analizada en el numeral 3.2.3.1, se obtuvo

la curva de calibracion promedio:

Figura 28. Curva de Calibracion promedio para Mercurio

Curva de Calibracion Promedio para Hg
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0,0200
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0 10 20 30
Concentracion ug Hg/L

m= 0,0074 y b=0, donde m es la pendiente y b el intercepto con el origen. Con
estos datos, se procedio a calcular la incertidumbre estandar debida a la curva de

calibracion, aplicando la siguiente ecuacion:

—-0)2
u(Co) =2 424 o g

n Sxx
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Siendo:

n_[4;—(mCo+b)|* _
S = jz“[’ meotl £ 1. s, =¥".(C,—T)? Ec.20

n-2

Dénde:

u(Co): incertidumbre de la medida Co, por la curva de calibracion
S: desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal

A;: las j lecturas observadas

Ci: las i concentraciones usadas para la calibracion

p: numero de veces que se elabord la curva de calibracion

n: numero de medidas para la calibracion

Co: concentracion en estudio

C: Valor medio de las concentraciones utilizadas para la calibracion

S,x. suma de los cuadrados de los residuales de las concentraciones

Con esta curva de calibracion promedio y los datos de los dias validados se

consolida cada uno de estos datos en las siguientes tablas:

Tabla 35: Datos de Absorbancia de los dias de Validacion para Hg

DATOS EN ABSORBANCIA
Concentracion 1 2 3 4 5 6 7
2,5 0,017 | 0,017 | 0,020 | 0,020 | 0,019 | 0,019 | 0,017
5 0,034 | 0,030 | 0,037 | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,037
10 0,070 | 0,076 | 0,072 | 0,084 | 0,079 | 0,079 | 0,077
15 0,103 | 0,094 | 0,104 | 0,119 | 0,119 | 0,119 | 0,117
20 0,139 | 0,132 | 0,139 | 0,158 | 0,158 | 0,157 | 0,155
25 0,175 | 0,153 | 0,173 | 0,194 | 0,197 | 0,196 | 0,194
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Tabla 36: Diferencias al cuadrado de cada dia con la concentracidon para Hg

X Diferencias al cuadrado
2,5 10,00000225 | 0,00000225 | 2,25E-06 | 2,25E-06 2,5E-07 2,5E-07 | 0,00000225
4 81482E-
9E-06 4 9E-05 1E-06 1E-06 1E-06 4 8148E-35
5 35
10 | 0,000016 4E-06 4E-06 1E-04 2,5E-05 2,5E-05 9E-06
15 | 6,4E-05 0,000289 4 9E-05 6,4E-05 6,4E-05 6,4E-05 3,6E-05
20 | 8,1E-05 0,000256 8,1E-05 1E-04 1E-04 8,1E-05 4 9E-05
25 0,0001 0,001024 | 0,000144 8,1E-05 0,000144 | 0,000121 8,1E-05
Dia 1 2 3 4 5 6 7
Tabla 37. Sumas de cuadrados para Hg
sumade |, 335075
cuadrados
suma/n-2 8,32188E-05
S 0,00912
25 8,75
5 6,25
10 1,25
15 -3,75
20 -8,75
25 -13,75
SXX 396,875
m-B1 0,0074
b-BO 0
n 42
p 7
con. Media 11,25
Co. De mayor desv 25
uest.cc 0,51599 MTRA
Uest.rel.CC Udr 0,03942
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Con una incertidumbre estandar relativa de 0,03942.

b. Incertidumbre de la digestion para Hg

Se determiné la incertidumbre aportada por la adicion de los &cidos participes en

la digestion, hasta completar un volumen final de estandares y muestras de 25 mL,

tomando en cuenta tolerancia del material volumétrico y distribucién, se consigno

esta informacion en la siguiente tabla:

Tabla 38 Digestion de estandares y muestras por bafio termostatado para Hg

Parametros para la digestion:

MATERIAL VOL MEDIDO
VOLUMETRICO (mL) TOLERANCIA | TIPO | DISTRIBUCION
Termdmetro 93 (°C) 0,1 B |RECTANGULAR
Pipeta 5 mL 5 0,003 B |RECTANGULAR
Pipeta 2,5 mL 2,5 0,01 B |RECTANGULAR
Pipeta 20 mL graduada 20 0,03 B |RECTANGULAR
Pipeta 2 mL 2 0,0019 B |RECTANGULAR
opcional pipeta de 10
mL 10 0,004 B |RECTANGULAR
Resultados para la digestién:
u
VOL MEDIDO u
u RELATIVA | u COMBINADA | COMBINADA
(mL) ESTANDAR
TOTAL
93 (°C) 0,057735027 | 0,000620807
5 0,001732051 | 0,00034641
0,002634939 0,002634939
2,5 0,005773503 | 0,002309401
20 0,017320508 | 0,000866025
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u
VOL MEDIDO u
u RELATIVA | u COMBINADA | COMBINADA
(mL) ESTANDAR
TOTAL
2 0,001096966 | 0,000548483
10 0,002309401 | 0,00023094

c. Incertidumbre de la repetibilidad para Hg
Se estimo en esta parte por medio del calculo de la desviacion estandar relativa,
debida a la repetibilidad de la muestra de cobre, se consigna esta informacion en

la siguiente tabla:

Tabla 39. Calculo de incertidumbre para la repetibilidad de la muestra de Hg

REPETIBILIDAD MTRA

u
CODIGO i 5 u
X |DESVIACION | TIPO |DISTRIBUCION ESTANDAR
MTRA ESTANDAR
RELATIVA
MTRA Hg | 3,13 0,044 A NORMAL 0,0440 0,01406

Finalmente la incertidumbre aportada por la repetibilidad con incertidumbre

estandar relativa es 0,01406.
d. Incertidumbre combinada del método para Hg
Finalmente se estimo el calculo de la incertidumbre combinada para el método de

hierro, teniendo en cuenta las consideraciones del método y muestras,

consignadas en la siguiente tabla:
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Tabla 40. Contribuciones de las fuentes de Incertidumbres para la

determinacion de Hg

U U EXPRESION DE
u
FUENTE COMBINAD | EXPANDID | INCERTIDUMBR
COMBINADA
A TOTAL A E
CURVA DE VALOR
0,039418759
CALIBRACION OBTENIDO +/-
0,08386644
DIGESTION 0,002634939 | 0,041933221 ) (VALOR
REPET. MTRA | 0,014057508 OBTENIDO
U COMBINADA | 0,041933221 *Uexpandida)

Posterior a esto, se requiere un analisis donde se permita visualizar estas

contribuciones en la figura N° 29:

Figura 29. Contribuciones de Incertidumbre para la determinacion de Hg

Contribuciones de Incertidumbre

U COMBINADA
REPET. MTRA
DIGESTION

CURVA DE CALIBRACION

T T T T T T T T

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045 0,05

Contribucién u(y)

Como se observa en la figura 29 la mayor contribucién a la incertidumbre de la

medida de mercurio, es debida a la curva de calibraciébn en mayor proporcion.
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Incertidumbre expandida del método, se obtuvo multiplicando la incertidumbre
combinada del método por un factor K=2, obteniéndose una incertidumbre
expandida del método para cobre de 0,083866441, aceptandose para las

condiciones de calidad del LEA.

Expresion del resultado final: X £ U ug Hg/L

3.2.4 Arsénico Finalmente se efectud el analisis y determinacion de arsénico en
las soluciones de trabajo seleccionadas para lo critico de este método analitico
normalizado por un intervalo de siete dias, obteniéndose los siguientes resultados

reportados como pug As/L registrados en la tabla N° 41:

Tabla 41. Analisis de muestras y estandares para As

SM 3114 B Determinacién As

Muestras con Digestion

Estandar | Estandar
No. t Bk M1 MAB MAA
0. de datos de 2 ppb | de 20 ppb
1 0 2,120 19,842 7,864 7,512 12,200
2 0 1,903 19,684 7,506 7,385 12,198
3 0 1,945 19,358 7,649 | 7,483 | 12,186
4 0 1,895 20,064 7,268 7,400 12,215
5 0 2,045 20,106 7,554 7,508 12,204
6 0 2,102 19,888 7,661 7,398 12,178
7 0 1,888 20,186 | 7,843 | 7,564 | 12,204
Promedio 0 1,99 19,88 7,62 7,46 12,20
DESVEST - 0,10 0,29 0,21 0,07 0,01
CV% - 5,09 1,44 2,69 0,94 0,10
Valor minimo - 1,888 19,358 7,268 7,385 12,178
Valor -
maximo 2,120 20,186 7,864 7,564 12,215
Intervalo - 0,232 0,828 0,596 0,179 0,037
NUmero de - 7 7 7 7 7
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SM 3114 B Determinacion As

Muestras con Digestion

Estandar | Estandar
No. de datos Bk de 2 ppb | de 20 ppb M1 MAB MAA
datos
Criterio T
Talto - 1,33 1,09 1,18 1,43 1,39
Tbhajo - 0,96 1,81 1,72 1,13 1,61
T tedrico -
95% 1,94 1,94 1,94 1,94 1,94
% Error -
(15%) 0,73 0,62 ) )
Exactitud -
(85%) 99,27 99,38 ) 89,84 99,16
Porcentaje -
de
recuperacion ) ) ) ) )
(70% - 130%)

*DATOS RECHAZADOS

Los estdndares y las muestras ambientales fueron analizados segun la

metodologia propuesta.

En el desarrollo del analisis estadistico de los datos, se empleé la prueba t para el
rechazo de datos que no se ajustaban al comportamiento regular de los ensayos
se determind que son datos dispersos, este analisis se basé en calcular un valor t
experimental, para el maximo valor de las mediciones llamado T,y Yy un valor
minimo de las mediciones llamado Tyao. El valor t experimental se calculd de

acuerdo con la expresion matematica ecuacion N° 17.
Como resultado de la prueba t de student, no hubo rechazo de datos en las

mediciones realizados. Adicional a esto, se emple6 como segundo criterio para el

rechazo de datos, la verificaciéon con él %CV establecido internamente en el LEA,
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siendo este del 10%. De acuerdo con este criterio, no se vio la necesidad de

rechazar datos de las mediciones realizadas.

3.2.4.1 Intervalo de validacion para As En relacion a los resultados obtenidos en
las curvas de calibracion de las mediciones en desarrollo, para la validacion de
esta técnica, el rango de aplicabilidad del método fue de 2 a 20 pg As/L de

acuerdo a lo reportado a las curvas de calibracion.

3.2.4.2 Curva de calibracion para As De acuerdo a las indicaciones del método
se requiere preparar y leer diariamente una curva de calibracion; por lo cual
durante este proceso se obtuvo un total de siete curvas y siete datos por estandar.

A continuacién se registran estos valores en la tabla N°. 42:

Tabla 42. Datos curvas de calibracion para la determinacién de As

Dia | E2ppb | E5 ppb £ 10 €19 £ 20 r m b
ppb ppb ppb
1 0,140 0,312 0,592 0,866 1,080 | 0,99716481 | 0,05278612 | 0,00
2 0,142 0,310 0,594 0,860 1,076 | 0,99724997 | 0,05244465 | 0,00
3 0,138 0,324 0,602 0,866 1,085 | 0,99676395 | 0,05276735 | 0,00
4 0,136 0,315 0,608 0,859 1,092 | 0,99721020 | 0,05322702 | 0,00
5 0,144 0,316 0,592 0,870 1,084 | 0,99734658 | 0,05279362 | 0,00
6 0,140 0,310 0,590 0,874 1,086 | 0,99707829 | 0.05328330 | 0,00
7 0,142 0,320 0,594 0,854 1,098 | 0,99893357 | 0,05305253 | 0,00

Con los resultados obtenidos de absorbancia se construyeron las curvas de

calibracion para la determinacion de As cada dia (figura N° 30).
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Figura 30: Curvas de Calibracion Arsénico
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Para el caso de esta validacion, se reportaran todos los resultados en ug As/L,
pero por efecto del estandar con el cual se prepararon los estandares
pertenecientes de la curva calibracion, este es de 1000 mg As/L.

3.2.4.3 Linealidad para As De acuerdo a lo establecido por el SM para la
aceptacion de las curvas de calibracion, estas cumplieron con el criterio de los
coeficientes de correlacion r > 0.995. Se confirmé este comportamiento en los
resultados obtenidos para cada una de las curvas, anexo a esto como criterio de
confirmacién se realizé la prueba t de student a las curvas de calibracién, y se
corroboré la linealidad de estas para un 95% de confianza en siete datos
seleccionados de los once iniciales, se concluye la existencia de correlacion entre
los valores de concentracion y absorbancia de la curva, a su vez también se
determin6 que el CV% para las curvas en cada uno de los estandares preparados
fue menor al 10% ajustandose a los lineamientos internos del LEA, reafirmando

claramente la linealidad, tabla N° 43:
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Tabla 43. Controles Validacion As

Controles curvas de calibracion As
Estandar (ppb) desviacion Promedio coefic'iethe
de variacion
Bk 0,0000 0,0000 -
2 0,00269037 0,140 1,91777962
5 0,00525085 0,315 1,665426
10 0,00653197 0,596 1,09596857
15 0,0068903 0,864 0,79735622
20 0,00731274 1,086 0,67345338

3.2.4.4 Sensibilidad del método para la determinacién de As Se tomé la
pendiente promedio de las curvas de minimos cuadrados como el parametro para
determinar la sensibilidad del método, dando como resultado 0,00029606 ABS/ug
As/L y CV% 0,55958445% menor al 5%. Se representa esta sensibilidad como el

cambio de la absorbancia debido al cambio de la concentracion.

3.2.4.5 Limite de deteccion (LDM) para As Para el célculo del limite de deteccién
se tomO como criterio el comportamiento de los blanco a estos se les siguid la
misma metodologia que a los estandares y muestras, se buscé encontrar el analito
en el blanco, pero como en cualquier otra situacion, este proceso de comparacion
implica errores experimentales (en la medida del blanco y en la de la muestra

analizada). Dando como resultado cero.

3.2.4.6 Limite de cuantificacién para As El limite de cuantificacion del método,
se computd en el rango correspondiente al analisis de arsénico sin dilucion de
reactivos llamado (LDC). Estos valores se obtuvieron a partir del analisis
estadistico de resultados adquiridos en la tabla N° 41 para el estandar de menor

concentracion de 2 pg As/L (sin dilucion), empleando la expresidbn matematica
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deducida en la ecuacién N° 13 un valor de t para n-1 grados de libertad y un nivel

de confianza del 99% se obtuvo un resultado de:

LDC = 2 + (3,14 % 0,10) ; LDC = 2,32 g As/L

3.2.4.7 Precision As La precision del método analitico se evalu6 en términos de
CV%, en relacion a la ecuacion 14, para cada una de las muestras ambientales y
estandares preparados y analizados durante el periodo de la validacién el cual fue
de siete dias para la validacién. En la tabla N° 41 citan los resultados obtenidos

para cada uno de los mencionados.

Como respuesta de las mediciones, se identifican que los valores de CV% para los
estandares de 2 y 20 ppb, M, MAB y MAA, son menores al 5%. Lo anterior indica
que para muestras ambientales tanto de adiciones altas, bajas y estandares
preparados, el método analitico indica una alta precision en las mediciones
obtenidas. Los analisis de precision para los estdndares y muestras ambientales,
son conformes a lo establecido por el sistema de calidad, donde se admite un
CV% menor al 10%.

3.2.4.8 Exactitud As Los resultados de exactitud de los estandares preparados se
muestran en la parte inferior de la tabla N° 41. La exactitud de los estandares
evaluados, se estim6 de acuerdo con lo sefialado en la metodologia vy
requerimientos planteados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY
CONTROL, controles de calidad del método, observandose una alta exactitud en
todo el rango de medida, con valores superiores al 85%.

3.2.4.9 Recuperacién del método para determinacion de As Para las muestras
ambientales adicionadas, se calculd porcentaje de recuperacion %R, de acuerdo a
la expresion matematica, ecuacion N°. 8. Para la MAA 89,84%, para la MAB fue

del 99,16 %. Estos valores se aceptan, ya que para el laboratorio y segun los
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criterios dados por el SM 3020 QUALITY ASSURANCE/QUALITY CONTROL él

%R debe oscilar entre el 70 y el 130%, caracteristico para este metal.

3.2.4.10 Cartas control determinacién de As Se construyeron las cartas de
control con los datos obtenidos en la tabla N° 41, para el estandar de 20 ppb de

As. Estas se visualizan en las figuras N° 31y 32:

Figura 31. Carta control E 20 ppb As
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Figura 32. Carta Control Recuperacion para As
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Como se evidencia en las cartas control de exactitud y recuperacién del método,
no se presentan tendencias de alarma frente a los analisis realizados, este
demuestra que la metodologia no se encuentra a errores sistematicos. En la carta
control de exactitud para el estandar de 20 ppb As estos resultados estan por
debajo del limite de alarma del método, para la carta control de recuperacion en
las muestras baja y alta son resultados esperados, la MAB estd un tanto mas
lejana del promedio a diferencia de la MAA estd mas cercana al promedio del

ensayo esperado, es claro sefialar el buen trabajo en el laboratorio.

3.2.4.11 Incertidumbre para As A continuacién, se detalla cada uno de los
calculos realizados, para estimar la incertidumbre para el método de
determinacion de arsénico (SM 3114B), de acuerdo con las fuentes de

incertidumbres escogidas en la metodologia.
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a. Incertidumbre Curva de Calibracion para As

Esta incertidumbre es debida a cada uno de los estandares de preparacion que
constituyen la curva de calibracion, se estimo el calculo de la incertidumbre segun
lo planteado por la guia Eurachem. De esta forma se asumen implicitas o
despreciables las incertidumbres, debidas a la preparacion de los estandares,

teniendo en cuenta solo la desviacion de la sefial del equipo.

De acuerdo con la curva de calibracion analizada en el numeral 3.2.4.1, se obtuvo

la curva de calibracion promedio:

Figura 33. Curva de Calibracion promedio para Arsénico

Curva de Calibracion promedio

para As
o 1,500
§ 1,000
2 0,500 —4—Curva
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I 0,000 Promedio
< 0 10 20 30

Concentracion pg As/L

m= 0,0529078 y b=0,0500732, donde m es la pendiente y b el intercepto con el
origen. Con estos datos, se procedio a calcular la incertidumbre estandar debida a

la curva de calibracion, aplicando la siguiente ecuacion:

Mcm=%\/%+%+ﬂ Ec. 18

Sxx

Siendo:

2
n [4.—(mCo+b _
s= [l g g =¥ (c,~T)? Ec.20

n-2
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Donde:

u(Co): incertidumbre de la medida Co, por la curva de calibracion
S: desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal

Aj: las j lecturas observadas

Ci: las i concentraciones usadas para la calibracion

p: nimero de veces que se elabord la curva de calibracion

n: numero de medidas para la calibracion

Co: concentracion en estudio

C: valor medio de las concentraciones utilizadas para la calibracion

S,x. suma de los cuadrados de los residuales de las concentraciones

Con esta curva de calibracion promedio y los datos de los dias validados se

consolida cada uno de estos datos en la siguiente tabla:

Tabla 44Datos de Absorbancia de los dias de Validacién para As
DATOS EN ABSORBANCIA

Concentracion
1 2 3 4 5 6 7
ppb
2 0,14 0,142 0,138 | 0,136 0,144 0,14 0,142
5 0,312 0,31 0,324 | 0,315 0,316 0,31 0,32
10 0,592 0,594 | 0,602 0,608 0,592 0,59 0,594
15 0,866 0,86 0,866 0,859 0,87 0,874 | 0,854
20 1,08 1,076 1,085 1,092 1,084 1,086 1,098
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Tabla 45: Diferencias al cuadrado de cada dia con la concentracion para As

X

Diferencias al cuadrado

2

0,00118527

0,00132698

0,00105156

0,00092585

0,00147669

0,00118527

0,00132698

5

0,00231067

0,00212239

0,00360833

0,00260808

0,00271122

0,00212239

0,00314378

10

0,00411379

0,00437434

0,00549656

0,00642223

0,00411379

0,00386123

0,00437434

15

0,00550686

0,00465236

0,00550686

0,00451694

0,00611652

0,00675819

0,00386986

20

0,0005894

0,00041118

0,00085718

0,00131606

0,00079962

0,00091673

0,0017874

Dia

1

2

3

4

5

6

7

Tabla 46. Sumas de cuadrados para As

sumade
cuadrados

0,1034669

suma/n-2

0,

00313536

S

0,05599

2

5

10

15

20

SXX

214

m-B1

0,0528

b-BO

0

n

35

p

7

con. Media

10

Co. De mayor

desv

20

uest.cc

0,47189

Uest.rel.CC

Udr

0,06193

MTRA
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Con una incertidumbre estandar relativa de 0,006193.

b. Incertidumbre de la digestion para As

Se determiné la incertidumbre aportada por la adicion de los &cidos participes en

la digestion, hasta completar un volumen final de estandares y muestras de 25 mL,

tomando en cuenta tolerancia del material volumétrico y distribucién, se consigno

esta informacion en la siguiente tabla:

Tabla 47: Digestion de estandares y muestras por MULTIWAVE para As

Parametros para la digestion:

VOL MEDIDO
(mL) TOLERANCIA| TIPO DISTRIBUCION
2,5 0,01 B RECTANGULAR
20 0,03 B RECTANGULAR
2 0,006 B RECTANGULAR
1 0,01 B RECTANGULAR
Resultados para la digestion:
VOL
MEDIDO u u COMBINADA
(mL) u ESTANDAR |u RELATIVA| COMBINADA TOTAL
2,5 0,005773503 |0,002309401
0,002466441
20 0,017320508 |0,000866025
0,011933845
2 0,003464102 |0,001732051
0,011676187
1 0,005773503 |0,011547005
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c. Incertidumbre de la repetibilidad para As

Se estimo en esta parte por medio del calculo de la desviacion estandar relativa,
debida a la repetibilidad de la muestra de arsénico, se consigna esta informacion

en la siguiente tabla:

Tabla 48. Calculo de incertidumbre para la repetibilidad de la muestra de As

REPETIBILIDAD MTRA
CODIGO . . u u ESTANDAR
X | DESVIACION | TIPO | DISTRIBUCION
MTRA ESTANDAR RELATIVA
MTRA As 7,62 0,210 A NORMAL 0,2100 0,02756

Finalmente la incertidumbre aportada por la repetibilidad con incertidumbre

estandar relativa es 0,02756.
d. Incertidumbre combinada del método para As
Finalmente se estimo el calculo de la incertidumbre combinada para el método de

arsénico, teniendo en cuenta las consideraciones del método y muestras,

consignadas en la siguiente tabla:

159




Tabla 49. Contribuciones de las fuentes de Incertidumbres para la

determinacion de As

u U U :
EXPRESION DE
FUENTE COMBINAD | COMBINAD | EXPANDID
INCERTIDUMBRE
A A TOTAL A
CURVA DE
CALIBRACIO | 0,06192834
N 1 VALOR OBTENIDO +/-
DIGESTION 0,011934 | 0,06882614 | 0,13765228 (VALOR
REPET. 0,02755905 1 2 OBTENIDO*Uexpandid
MTRA 5 a)
U 0,06882614
COMBINADA 1

Posterior a esto, se requiere un andlisis donde se permita visualizar estas

contribuciones en la figura N° 34:

Figura 34. Contribuciones de Incertidumbre para la determinacion de As

Contribuciones de Incertidumbre

U COMBINADA
REPET. MTRA
DIGESTION

CURVA DE CALIBRACION

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Contribucién u(y)
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Como se observa en la figura 34 la mayor contribucién a la incertidumbre de la
medida de arsénico, es debida a la repetibilidad de la muestra y a la curva de

calibracion.

Incertidumbre expandida del método, se obtuvo multiplicando la incertidumbre
combinada del método por un factor K=2, obteniéndose una incertidumbre
expandida del método para arsénico de 0,137652282, aceptandose para las

condiciones de calidad del LEA.

Expresion del resultado final: X £ U ug As/L
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4. CONCLUSIONES

La validacion de los métodos de analisis de absorcién atémica por llama y
generacion de hidruros, permitié evaluar y cuantificar experimentalmente las
diferentes figuras de mérito, tales como: limite de deteccién, linealidad,
precision, exactitud, sensibilidad e incertidumbre, ademas de las cartas control
para la revision de la calidad de los resultados, estas permiten demostrar que

las metodologias aplicadas pueden ser usadas por el LEA.

Las metodologias validadas presentan porcentajes de coeficiente de variaciéon
apropiados logrando clasificar a las técnicas como precisas para fines

previstos.

Los limites de cuantificacion de los métodos evaluados, se consideran
aceptables, teniendo en cuenta los limites minimos de contaminaciéon

permitidos por la legislacion.

La evaluacion de la linealidad en los métodos fotométricos, demostro
correlacion entra la sefial dada por equipo y las concentraciones de las
muestras, permitiendo estar dentro del intervalo de trabajo establecido de

concentracion.
La precision de los métodos, primada como CV%, fueron inferiores al 10%,
cumpliendo con el limite establecido y con la politica de calidad del LEA, para

la aprobacion de la validacion de métodos.

La exactitud de los métodos se estimG en porcentaje de exactitud para

estandares, y para muestras adicionadas en términos de porcentaje de
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recuperacion. En el caso de los estandares, se lograron %exactitud cercanos
al 100%. En las muestras adicionadas se alcanzaron %recuperacion entre el
80-120% para cobre, hierro y arsénico, caso diferente ocurrid para mercurio
debido a la complejidad de este metal su %recuperacion mostré un mayor
alcance entre 70-130%. Estos valores cumplen con los criterios de exactitud

definidos para la implementacion de métodos analiticos en el laboratorio.

Se estimo la incertidumbre de las dos técnicas analiticas validadas en esta
investigacion suministrando un grado de confianza en las mediciones

realizadas.

La incertidumbre de los métodos, muestra que la mayor fuente de
incertidumbre es la asociada a la repetibilidad y reproducibilidad. En el caso de
los métodos analiticos, la curva de calibracibn también influye

considerablemente en la estimacion de la incertidumbre.

Al calcular los resultados de incertidumbre, se observd que los valores
obtenidos estan dentro lo establecido por el LEA, siendo este atributo esencial

y decisivo para la aceptacion de los métodos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la validacion de los métodos, se
puede concluir que los métodos determinaciéon de para Cu 3111B, Fe 3111B,
Hg 3112B y As 3114B regidos estrictamente por el SM, estos pueden ser
aplicados por el Laboratorio de Estudios Ambientales de la Universidad

Pontificia Bolivariana seccional Bucaramanga para la prestacion de servicios.
La implementacion de los métodos 3111B para Cu y Fe cumplieron con los

requerimientos pertinentes y se logré la acreditacion de estos dos metales
frente un organismo nacional IDEAM.
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e Se elabord la documentacion adecuada en el LEA donde se evidencia

procedimiento y validacion de las técnicas.
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5. RECOMENDACIONES

Durante todo procedimiento es importante tener en cuenta:

e Seguir trabajando con MCR de alta calidad, acidos ultrapuros evitando la

contaminacion de los estandares y muestras.

e Seguir controlando adecuadamente la energia de cada una de las lamparas de
Cu, Fe, Asy Hg.

e Aumentar el volumen de adicion (spike) a los blanco de Hg y As para el

calcular el limite de deteccién de cada uno de estos métodos.

Proximamente se mostraran las validaciones de Hg y As, buscado asi la

ampliacion de mas variables analiticas en el LEA.

165



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. Protocolo Estandarizacion de métodos analiticos. Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales. IDEAM. Noviembre de 1999.

. GUEVARA, ARDILA: Luis Enrique. 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. Universidad Industrial de Santander. Proyecto de grado para
obtener el titulo de Magister en Quimica Ambiental. Bucaramanga, 2013.

. DUGARTE R. LUIS A. Determinacion de Talio mediante la generacién de
Hidruros por Espectroscopia de Absorcion Atdmica. 2007. Trabajo especial de
Grado optar por el titulo de Licenciado. Universidad de los Andes. Facultad de

Ciencias. Departamento de Quimica. Laboratorio de Espectroscopia Molecular.

. INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Requisitos
Generales Para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y de
Calibracién. Geneva: I1ISO, 2005, 29 p. (NTC/ISO/IEC 17025:2005).

. LONDONO POSSO, DIANA MARIA. Validacion de métodos para la
determinacion en aguas superficiales de metales alcalinos (sodio y potasio) por
absorcion atomica a la llama y alcalinotérreos (calcio y magnesio) por
volumetria con EDTA. Consultada 16 de Enero de 2016.

. CENTRO DE INFORMACION Y COMUNICACION AMBIENTAL DE NORTE
AMERICA. CICEANA, A.C. Disponible en:

166



10.

11.

12.

13.

http://www.ciceana.org.mx/recursos/Contaminacion_del_agua.pdf.
Consultada el 16 de Enero de 2016.
CONTAMINACION DEL AGUA. Disponible en:
http://gua30.wordpress.com/2007/11/20/441/. Consultada el 16 de Enero de
2016.

Guia Eurachem Relacionados, T. (2005). Métodos y Temas Relacionados. (A

laboratory guide for the validation of methods and related topics.

Maroto, A. Estrategias para el calculo de la incertidumbre. 2001. Espafa,

Universitat Rovira i Virgili Tarragona.

BEDOYA, Paula Andrea y SANCHEZ, Maria Victoria. Documentacion del
sistema de calidad para el laboratorio de andlisis de alimentos de la

universidad tecnolégica de Pereira (segun ntc-iso-iec 17025). 2004. 44p.

CAMACHO, Andrés Mauricio, Aplicacién de una metodologia para estandarizar
y validar los ensayos de As, Cr, Hg y Na por espectrometria de Absorcion

atomica en el laboratorio de quimica ambiental. UTP. 2008. 130p.

Eisler, R. Cap. 3. Copper en Handbook of chemical risk assessment. Health

hazards to humans, plants and animals. Vol. 1. CRC Press, Boca Raton, 2000.

VEGA, Angela; VELEZ, Paulina.  VALIDACION DEL METODO DE
DETERMINACION DE COBRE Y ZINC POR ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA DE LLAMA EN AGUA CRUDA Y TRATADA PARA EL
LABORATORIO DE ANALISIS DE AGUAS Y ALIMENTOS DE LA
UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA. Proyecto de Trabajo de Grado

para optar (Tecndlogo Quimico). Corporacién autbnoma regional de Risaralda

167


http://www.ciceana.org.mx/recursos/Contaminacion_del_agua.pdf
http://gua30.wordpress.com/2007/11/20/441/

Carder. Universidad tecnoldgica de Pereira. Facultad de tecnologias. Escuela
de tecnologia quimica.2011.

14.MORENO C, GARCIA M. (2008). Nuevas alternativas para la simplificacion y
mejora de la metodologia de andlisis de metales pesados en muestras
ambientales:http://minerva.uca.es/publicaciones/asp/docs/tesis/JJPintoGanforni
na.pdf.

15.ARDILA QUINTERO, JORGE ARMANDO. Validacion interna de los métodos
analiticos para la cuantificacion de hierro total, hierro no hemo e
implementacion del método para la determinacion de hierro hemo en
alimentos. Bucaramanga, 2009. Trabajo de Grado (Quimico). Universidad
Industrial de Santander. Laboratorio Quimico de Consultas Industriales.
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.

16.WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible en:
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3VLE04DfA.
Consultada el 16 de Diciembre de 2015.

17.WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible
en: http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3zL461KAZ.
Consultada el 10 de Enero de 2016.

18.Chapple, G., The determination of arsenic, selenium and mercury levels in U.S.
EPA quality control samples using the GBC HG3000 continuous-flow hydride
generator, GBC AA Aplications, N° 17, 1990, Australia.

19.DOADRIO VILLAREJO, A.L. Ecoltoxicologia y Accion Toxicolégica del

Mercurio. Anal. Real Academia Nacional de Farmacia. Vol. 70, 2004. p. 933-
959.

168


http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3VLEo4DfA
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3zL46IkAZ

20. WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible en:
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/hg.htm#ixzz3RLrAVViM.
Consultada el 16 de Diciembre de 2015.

21. http://www.state.nj.us/health/eoh/hhazweb/mercury_sp.pdf consultada el 12 de
Enero de 2016.

22.Kumaresan, M., Riyazuddin, P.: Overview of speciation chemistry of arsenic,
Current Sci. 80 (2001), pags. 837-846.

23.RODRIGUEZ DELGADO, SERGIO AGUSTIN. Estandarizacion y validacion
interna de un método analitico para determinacion de arsénico en las matrices
agua y suelo por espectroscopia de absorcién atdmica-generacion de hidruros
(HGAAS).. Bucaramanga, 2013. Trabajo de Grado (Quimico). Universidad
Industrial de Santander. Laboratorio Quimico de Consultas Industriales.

Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.

24.WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible en:
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/as.htm#ixzz3zKzf2tow.
Consultada 7 de Diciembre de 2015.

25.Shuman, K.; Elsenhans, B. The impact of food contaminants on the
bioavailability of trace metals. Trace Elem. Med. Bio. 2002, 16, 139-144.

26.Sebahat, T.; Polat.; A.; Murat. Interaction between anemia and blood levels of
iron, zinc, copper, cadmium and lead in foods. J. Agric. food chem. 2008, 56

(23), 11262-11269.

27. Green Facts, Hechos sobre la salud y el medio ambiente [en linea].
Consultada el 18 de enero de 2016.

169


http://www.lenntech.es/periodica/elementos/hg.htm#ixzz3RLrAVViM
http://www.state.nj.us/health/eoh/hhazweb/mercury_sp.pdf
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/as.htm#ixzz3zKzf2tow

http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-1.htm#2.

28.Methods for the determination and speciation of mercury in natural waters.
review Kerstin Leopold, Michael Foulkes, Paul Worsfold. University of
Plymouth, Plymouth PL4 8AA, United Kingdom.

29.Smedley, P., Kinninburgh, D.: A review of the source, behavior and distribution

of arsenic In Natural waters. Appl. Geochem. 17 (2002), pags. 517-568.

30. TORTAJADA, L. Soluciones Quimiométricas para Optimizar el Analisis de
Parametros Quimicos en Aguas. Valencia. 2002, Tesis Doctoral Europea
(Quimica). Universidad de Valencia. Facultad de Ciencias Quimicas.

Departamento de Quimica Analitica.

31.SKOOG, Douglas A, et al Quimica Analitica. 7 ed. México: Mc GRAW-HILL
2007. P. 147-148.

32.BEATY, Richard D y KERBER, Jack D. Concepts, Instrumentation and
Techniques in Atomic Absortion Spectrophotometry. 2 ed. Estados Unidos:
THE PERKIN-ELMER CORPORATION 1993. p. 4-3—4-5.

33.Howard A.G.: (Boro)Hydride Techniques in Trace element Speciation. J. Anal.
At. Spectrom 12 (1997), pags. 267-272.

34.Gong H., Lu X., Ma M., Watt C., Le X.C.: Arsenic speciation analysis. Talanta
58 (2002), pags. 77-96.

35.Nielsen S., Hansen E.H.: Determination of As(l11) and As(V) by flow injection-

hydride generation-atomic absorption spectrometry via on-line reduction of
As(V) by KI. Analytica Chimica Acta 343 (1997), pags. 5-17.

170


http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-1.htm#2

36.Akter K.F., Chen Z., Smith L., Davey D., Naidu R.: Speciation of arsenic in
ground water samples: A comparative study of CE-UV, HG-AAS and LC-ICP-
MS. Talanta 68 (2005), pags. 406-415.

37.INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS
AMBIENTALES, IDEAM. Determinacién de antimonio (total y biodisponible),
arsénico y selenio en aguas y sedimentos por espectrofotometria atomica
generador de hidruros espectrofotometria atdbmica horno de grafito y emision
por plasma. Ministerio de ambiente, vivienda y desarrollo territorial — republica
de Colombia subdireccion de estudios ambientales - grupo de acreditacion.
Version 1. 31/01/20089.

38. MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL, MINISTERIO DE AMBIENTE,
VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL. Resolucion 2115. Caracteristicas,
instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la

calidad del agua para consumo humano, 22 de Junio de 2007.

39.INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS
AMBIENTALES, IDEAM. Determinacion de Metales Pseudototales (Antimonio,
Arsénico y Selenio) en Suelos y Bioabonos y Metales Totales (Antimonio,
Arsénico y Selenio) en forrajes, por Espectrofotometria Atbmica — Generacion
de Hidruros, Espectrofotometria Atdmica — Horno de Grafito y Emisién por
Plasma. Version 01, 2008.

40. International Laboratory Accreditation Cooperation (I.L.A.C.). Razones por las

cuales deberia emplearse un laboratorio acreditado?. Australia. Website:
www.ilac.org Copyright ILAC 2010.

171



41.Aguilera 1., Rodriguez S., Pérez R., Buzén J., Camacho M., Validacién de la
Determinaciéon de la DQO en la Unidad Analitica del CEBI. Revista Cubana de
Quimica. Vol. XV, N° 2, 2003.

42.CENAM. “Método analiticos adecuados a su propdsito: Guia de laboratorio
para la validacion de métodos y temas relacionados.” Segunda edicion,

PUBLICACION TECNICA CNM-MRD-PT-030, México, 2005.

43.SKOOG, Douglas, et al. Principios de Andlisis Instrumental. Ed 5. Espafia: Mc
Graw-Hill. 2001.

44.Perruchet C., Priel M., “Estimacién de la incertidumbre. Medidas y Ensayos”.
Espafia: AENOR ediciones. 2001.

45.EUROCHEM/CITAC. Quantifying Uncertainty in Analytical Chemistry. 3ed.
S.L.R. ELLISON (LGC, UK) 2001.

172



BIBLIOGRAFIA

AGUILERA |., RODRIGUEZ S., PEREZ R., BUZON J., CAMACHO M., Validacién
de la Determinacion de la DQO en la Unidad Analitica del CEBI. Revista Cubana
de Quimica. Vol. XV, N° 2, 2003.

AKTER K.F., CHEN Z., SMITH L., DAVEY D., NAIDU R.: Speciation of arsenic in
ground water samples: A comparative study of CE-UV, HG-AAS and LC-ICP-MS.
Talanta 68 (2005), pags. 406-415.

ARDILA QUINTERO, JORGE ARMANDO. Validacién interna de los métodos
analiticos para la cuantificacién de hierro total, hierro no hemo e implementacion
del método para la determinacion de hierro hemo en alimentos. Bucaramanga,
2009. Trabajo de Grado (Quimico). Universidad Industrial de Santander.
Laboratorio Quimico de Consultas Industriales. Facultad de ciencias. Escuela de

Quimica.

BEATY, Richard D y KERBER, Jack D. Concepts, Instrumentation and Techniques
in Atomic Absortion Spectrophotometry. 2 ed. Estados Unidos: THE PERKIN-
ELMER CORPORATION 1993. p. 4-3—4-5.

BEDOYA, Paula Andrea y SANCHEZ, Maria Victoria. Documentacion del sistema
de calidad para el laboratorio de andlisis de alimentos de la universidad
tecnoldgica de Pereira (segun ntc-iso-iec 17025). 2004. 44p.

173



CAMACHO, Andrés Mauricio, Aplicacion de una metodologia para estandarizar y
validar los ensayos de As, Cr, Hg y Na por espectrometria de Absorcion atomica

en el laboratorio de quimica ambiental. UTP. 2008. 130p.

CENAM. “Método analiticos adecuados a su propésito: Guia de laboratorio para la
validacion de métodos y temas relacionados.” Segunda edicion, PUBLICACION
TECNICA CNM-MRD-PT-030, México, 2005.

CHAPPLE, G., The determination of arsenic, selenium and mercury levels in U.S.
EPA quality control samples using the GBC HG3000 continuous-flow hydride
generator, GBC AA Aplications, N° 17, 1990, Australia.

DIRECCION WEB: CENTRO DE INFORMACION Y COMUNICACION
AMBIENTAL DE NORTE AMERICA. CICEANA, A.C. Disponible en:

Direccion web: CONTAMINACION DEL AGUA. Disponible en:
http://gua30.wordpress.com/2007/11/20/441/. Consultada el 16 de Enero de 2016.

DIRECCION WEB: GREEN FACTS, Hechos sobre la salud y el medio ambiente
[en linea]. Consultada el 18 de enero de 2016.

http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-1.htm#2.

DIRECCION WEB:
http://www.ciceana.org.mx/recursos/Contaminacion_del_agua.pdf. Consultada el
16 de Enero de 2016.

DIRECCION WEB: WATER TREATMENT SOLUTIONS

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/as.htm#ixzz3zKzf2tow. Consultada 7
de Diciembre de 2015.

174


http://gua30.wordpress.com/2007/11/20/441/
http://gua30.wordpress.com/2007/11/20/441/
http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-1.htm#2
http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-1.htm#2
http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-1.htm#2
http://www.ciceana.org.mx/recursos/Contaminacion_del_agua.pdf.%20Consultada%20el%2016%20de%20Enero%20de%202016.
http://www.ciceana.org.mx/recursos/Contaminacion_del_agua.pdf.%20Consultada%20el%2016%20de%20Enero%20de%202016.
http://www.ciceana.org.mx/recursos/Contaminacion_del_agua.pdf.%20Consultada%20el%2016%20de%20Enero%20de%202016.
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/as.htm#ixzz3zKzf2tow
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/as.htm#ixzz3zKzf2tow
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/as.htm#ixzz3zKzf2tow

DIRECCION WEB: WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible
en: http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3zL461kAZ.
Consultada el 10 de Enero de 2016.

DIRECCION WEB: WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible en:
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3VLE04DfA. Consultada el
16 de Diciembre de 2015.

DIRECCION WEB: WATER TREATMENT SOLUTIONS. Disponible en:
http://mwww.lenntech.es/periodica/elementos/hg.htm#ixzz3RLrAVViIM.  Consultada
el 16 de Diciembre de 2015.

DOADRIO VILLAREJO, A.L. Ecoltoxicologia y Accion Toxicologica del Mercurio.
Anal. Real Academia Nacional de Farmacia. Vol. 70, 2004. p. 933-959.

DUGARTE R. LUIS A. Determinacion de Talio mediante la generacion de Hidruros
por Espectroscopia de Absorcion Atomica. 2007. Trabajo especial de Grado optar
por el titulo de Licenciado. Universidad de los Andes. Facultad de Ciencias.

Departamento de Quimica. Laboratorio de Espectroscopia Molecular.

Eisler, R. Cap. 3. Copper en Handbook of chemical risk assessment. Health

hazards to humans, plants and animals. Vol. 1. CRC Press, Boca Raton, 2000.

EUROCHEMI/CITAC. Quantifying Uncertainty in Analytical Chemistry. 3ed. S.L.R.
ELLISON (LGC, UK) 2001.

Gong H., Lu X., Ma M., Watt C., Le X.C.: Arsenic speciation analysis. Talanta 58
(2002), péags. 77-96.

175


http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3zL46IkAZ
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3zL46IkAZ
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3zL46IkAZ
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3VLEo4DfA
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3VLEo4DfA
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/fe.htm#ixzz3VLEo4DfA
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/hg.htm#ixzz3RLrAVViM
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/hg.htm#ixzz3RLrAVViM
http://www.lenntech.es/periodica/elementos/hg.htm#ixzz3RLrAVViM

GUEVARA, ARDILA: Luis Enrique. 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. Universidad Industrial de Santander. Proyecto de grado para obtener

el titulo de Magister en Quimica Ambiental. Bucaramanga, 2013.

Guia Eurachem Relacionados, T. (2005). Métodos y Temas Relacionados. (A
laboratory guide for the validation of methods and related topics.

Howard A.G.: (Boro)Hydride Techniques in Trace element Speciation. J. Anal. At.
Spectrom 12 (1997), pags. 267-272.

INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES,
IDEAM. Determinacion de antimonio (total y biodisponible), arsénico y selenio en
aguas y sedimentos por espectrofotometria atdmica generador de hidruros
espectrofotometria atbmica horno de grafito y emisién por plasma. Ministerio de
ambiente, vivienda y desarrollo territorial — republica de Colombia subdireccion de

estudios ambientales - grupo de acreditacion. Version 1. 31/01/2009.

INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES,
IDEAM. Determinacion de Metales Pseudototales (Antimonio, Arsénico y Selenio)
en Suelos y Bioabonos y Metales Totales (Antimonio, Arsénico y Selenio) en
forrajes, por Espectrofotometria Atomica — Generacion de Hidruros,
Espectrofotometria Atdomica — Horno de Grafito y Emision por Plasma. Version 01,
2008.

International Laboratory Accreditation Cooperation (I.L.A.C.). Razones por las

cuales deberia emplearse un laboratorio acreditado?. Australia. Website:

www.ilac.org Copyright ILAC 2010.

176



INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Requisitos
Generales Para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y de Calibracion.
Geneva: ISO, 2005, 29 p. (NTC/ISO/IEC 17025:2005).

Kumaresan, M., Riyazuddin, P.: Overview of speciation chemistry of arsenic,
Current Sci. 80 (2001), pags. 837-846.

MAROTO, A. Estrategias para el célculo de la incertidumbre. 2001. Espafia,
Universitat Rovira i Virgili Tarragona.

Methods for the determination and speciation of mercury in natural waters. review
Kerstin Leopold, Michael Foulkes, Paul Worsfold. University of Plymouth, Plymouth
PL4 8AA, United Kingdom.

MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL, MINISTERIO DE AMBIENTE,
VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL. Resolucién 2115. Caracteristicas,
instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la

calidad del agua para consumo humano, 22 de Junio de 2007.

MORENO C, GARCIA M. (2008). Nuevas alternativas para la simplificacion y
mejora de la metodologia de analisis de metales pesados en muestras
ambientales:http://minerva.uca.es/publicaciones/asp/docs/tesis/JJPintoGanfornina.
pdf.

Perruchet C., Priel M., “Estimacion de la incertidumbre. Medidas y Ensayos”.
Espafia: AENOR ediciones. 2001.

Protocolo Estandarizacion de métodos analiticos. Instituto de Hidrologia,

Meteorologia y Estudios Ambientales. IDEAM. Noviembre de 1999.

177



SEBAHAT, T.; POLAT.; A.; Murat. Interaction between anemia and blood levels of
iron, zinc, copper, cadmium and lead in foods. J. Agric. food chem. 2008, 56 (23),
11262-11269.

SKOOG, Douglas, et al. Principios de Andlisis Instrumental. Ed 5. Espafia: Mc
Graw-Hill. 2001.

Smedley, P., Kinninburgh, D.: A review of the source, behavior and distribution of
arsenic In Natural waters. Appl. Geochem. 17 (2002), pags. 517-568.

TORTAJADA, L. Soluciones Quimiométricas para Optimizar el Andlisis de
Parametros Quimicos en Aguas. Valencia. 2002, Tesis Doctoral Europea
(Quimica). Universidad de Valencia. Facultad de Ciencias Quimicas.

Departamento de Quimica Analitica.

VEGA, Angela; VELEZ, Paulina. VALIDACION DEL METODO DE
DETERMINACION DE COBRE Y ZINC POR ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA DE LLAMA EN AGUA CRUDA Y TRATADA PARA EL
LABORATORIO DE ANALISIS DE AGUAS Y ALIMENTOS DE LA UNIVERSIDAD
TECNOLOGICA DE PEREIRA. Proyecto de Trabajo de Grado para optar
(Tecn6logo Quimico). Corporacién auténoma regional de Risaralda Carder.
Universidad tecnologica de Pereira. Facultad de tecnologias. Escuela de

tecnologia quimica.2011.

178



