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RESUMEN

1. RESUMEN

Desde hace varios afios se conoce que elementos como el mercurio, inclusive a
nivel de partes por billébn puede considerarse como nocivo para el ser humano y
para cualquier otra especia animal o vegetal. La amenaza es clara y es por eso
gue en Colombia ya se han establecido planes de contingencia para el control en
el manejo de mercurio, debido a que este metal ha sido explotado para gran
variedad de usos industriales; por esta razon, las exposiciones ocupacionales, las
emisiones y efluentes industriales que contaminan el aire, el agua, el suelo y, en
altima instancia, las cadenas
alimenticias, se han convertido en motivo de gran preocupacion para la salud
publica y el medio ambiente [9]. Es por esta razdén por lo que es necesario
encontrar una metodologia quimica adecuada que permita detectar focos de
contaminacion para poder implementar planes de saneamiento ambiental que
mitiguen el impacto.

El actual trabajo pudo demostrar, a través de ensayos quimicos y de andlisis
estadistico realizados en el Laboratorio Ambiental de la Corporacion Autbnoma
Regional del Cauca (CRC), que el método propuesto para la determinacion de
mercurio en sedimentos por espectroscopia de absorcion atomica - vapor frio,
siguiendo los lineamientos de la guia EPA 7471B, es totalmente apto para detectar
y cuantificar el metal a nivel de trazas ya que el factor de respuesta de la técnica
analitica fue sensible a la presencia de mercurio inclusive a niveles de hasta 0,6
partes por billon en matrices naturales.

La verificacion e implementacion del método pudo demostrar su aptitud y alcance
para la deteccibn de mercurio en matrices sdlidas, y la determinacion de los
pardmetros de estandarizacion pudieron constatar que el método es altamente
preciso y exacto desde concentraciones de 0,8 upg/L en solucion extractora,
obteniendo porcentajes de recuperacion por extraccion acida superiores al 90%.

El estudio estadistico realizado incluyé estudios de precision y exactitud del
método, célculo de los limites criticos y del rango dindmico, ademas de la
identificacion y cuantificacion de las fuentes de incertidumbre, siendo posible
aumentar la confianza en los resultados reportados. Asi, este método se presenta
antes la comunidad académica y al Laboratorio Ambiental de la CRC como una
hoja de ruta para la identificacion de epicentros de contaminacion por vertimientos
industriales de mercurio, que puedan socavar el medio ambiente y la salud.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1. Historia de la mineria en Colombia
Colombia es un pais rico en recursos minerales debido a los procesos geoldgicos
qgue formaron sus valles, cordilleras y costas. Esta riqueza se hizo evidente desde
tiempos precolombinos, pues se tiene conocimiento entre nuestros indigenas de la
explotacion artesanal de diferentes actividades mineras, que sorprende por la
forma en que algunas comunidades trabajaron la orfebreria [1].

Especificamente, la historia de la mineria de oro en el pais comienza con la
ocupacion esparfiola y el despojo del oro indigena a comienzos del siglo XVI.
Durante esta etapa nacio la mineria en nuestro pais. Los gobiernos de la colonia
trajeron la legislacion minera que regia en Espafia desde la Edad Media y la
impusieron, al menos formalmente, a la actividad minera de estos territorios en
donde la extraccidon se realizaba por medio de batea en rios cargados de oro en
granulos dispersos en sus arenas riverefias y en el limo de su fondo [1].

&
Figura 1.1. Poporo antropomorfo. Arte Quimbaya

Con esta tradicion minera se arraigd la mineria de oro en diferentes zonas
geograficas de Colombia, y fue a partir del siglo XIX que el oro se posicioné como
el principal producto de exportacion y, este metal, ademas de la plata y el platino,
gue atrajeron casi desde el comienzo de la Republica a inversionistas extranjeros
que trajeron capital y tecnologia. Con ellos vinieron a lo largo de los afios el molino
californiano, la amalgamacién con mercurio, la cianuracion, la topografia de
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precision, la quimica metalurgica, la turbina pelton, las bombas hidraulicas, la
maquina de vapor, la dinamita, la draga de rios, el monitor hidraulico y muchas
otras innovaciones tecnolégicas que desde entonces han ido apareciendo en el
mundo [1].

En el presente, la ascendente demanda de materias primas por parte de los
paises desarrollados y de las economias emergentes que marcan la economia
mundial, han posicionado el petréleo y los minerales colombianos en el mercado
internacional de tal forma que desde el afio 2003 la mayor parte de la creciente
inversidn extranjera se establece en sector de explotacién de minas y canteras [2].

El oro, como metal precioso, ha adquirido diferente significacion a través de la
historia. Tiene un valor emocional, cultural y financiero, y diferentes personas de
todo el mundo compran oro, a menudo influenciados por una variedad de factores
socioculturales nacionales, condiciones del mercado local y factores
macroecondémicos mas amplios [3]. EI aumento en la cotizacién de los metales
preciosos en los mercados internacionales ha producido, en la ultima década, un
incremento de las actividades extractivas de oro; sin embargo, en muchos casos
estas acciones no han cumplido con los estandares requeridos en la industria
minera. Propiamente, la actividad minera aurifera es una de las mas
controversiales por el impacto que genera, no solo a nivel ambiental, sino social,
ya que la actividad informal e irrestricta desde el punto de vista legal refleja de una
mejor manera la realidad social de las personas que ejercen ésta actividad con
cierto tiempo de antelacion y como medio de subsistencia. Bajo este concepto
irregular de crecimiento extractivo, han proliferado procesos en beneficio del oro,
particularmente aquellos que usan mercurio. Dichos procesos también son
ejecutados sin el debido cumplimiento de los requisitos y mandatos legales
vigentes, lo cual ha generado una preocupacién mundial por las consecuencias
para la salud y el medioambiente que puede ocasionar la exposicion a este
elemento quimico y su mala utilizacion [4].

Actualmente, las grandes compafilas mineras utilizan un procedimiento,
legalmente vigente, conocido como cianuracién, el cual busca eliminar el uso de
mercurio y en el cual se recupera mas oro que por cualquier otro método. En la
cianuracion, el oro metalico se oxida y se disuelve en una solucion de cianuro
alcalino, como se muestra en la figura 1.2. Cuando se completa la disolucion de
oro, la solucién que contiene oro se separa de los sélidos. Para el uso y transporte
seguro de cianuro en la produccion de oro, las industrias mineras utilizan un
programa voluntario conocido como el Codigo Cianuro, que se centra
exclusivamente en la gestion segura del cianuro que se produce, transporta y
utiliza para la recuperacion de oro y plata, y en relaves de mineria y soluciones de
lixiviacion [5].

Es innegable que el auge del sector minero de oro ha traido beneficios
econdmicos al pais hasta el dia de hoy, pero también ha dejado dafios
irreversibles al medio ambiente, afectaciones a la salud de la poblacion de los

2
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municipios donde se realiza y ha perturbado el equilibrio social e incluso la
seguridad nacional provocando la proliferacién de explotaciones artesanales e
ilegales de oro, que incumplen el compromiso por la preservacion de la salud
humana y la mitigacién de los impactos ambientales que genera el desarrollo de
actividades mineras que, segun el Plan Unico Nacional de Mercurio de diciembre
del 2014, busca eliminar gradual y definitivamente el uso de técnicas dafiinas que
utilizan exclusivamente mercurio en el sector minero e industrial de Colombia.

Procedimeinto Nube de polvo en suspension
” por la molienda y extraccion W
De una gran excavacion se

extraen minerales y se ; I o
aplican lavados con cal / g’g Mom- T:.f)»‘}l\

El lavado &cido de cal aumenta el PH y evita que
desprenda un gas toxico al mezciarle e cianuro de sodio

Los minerales se vuelven @
a moler hasta una
consistencia similar a la
harina y se hace una gran
cama de material

Nube de polvo

A esa cama de material se @ Cianuro de sodio Las camas de material se hace sobre contenedores
le vierte cianuro sédico de plasticos estancos y en decive

hasta 500 ppm. El cianuro
decanta arrastrando oro y
plata que por declive va
escurriendo en piletones.
Este proceso se denomina
LIXIVIACION

Eloro se

Desde los piletones se funde en
bombea a la planta de " — — lingotes
procesamiento, pero —|
antes se le agrega carbon

para mejorar la
separacion del oro y el
resto de los metales

YN

Por un proceso eléctrico se separa el oro y
la plata del ciaunuro y este se recicla para
realimentar &l proceso.

Figura 1.2. Proceso de extraccion de oro por cianuracion [6].

El foco de atencion por emisiones de mercurio se centra principalmente en la
actividad minera del oro ilegal, la de tipo artesanal y de pequefia escala que utiliza
el proceso que consume mercurio, denominado amalgamacién con mercurio,
debido a la facilidad, rapidez y economia en la recuperacién del oro; por lo cual la
prefieren en muchos casos sobre otras técnicas.

Propiamente, el mercurio es un metal pesado plateado que a temperatura
ambiente es un liquido inodoro, con una masa atomica de 200,59 g/mol, posee
una temperatura de fusion de -38,9°C y un punto de ebullicién de 356,7°C, el mas
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bajo de cualquier metal. Las gotas de mercurio liquido son brillantes y de color
blanco plateado con una alta tension superficial, que aparecen redondas cuando
se encuentran sobre superficies planas. El liquido es altamente movil y las gotas
se combinan facilmente debido a la baja viscosidad. El elemento también se
combina, mediante procesos fisicos, con otros metales como el estafo, el cobre,
el oro y la plata para formar aleaciones de mercurio conocidas como las
amalgamas. El mercurio tiene una presion de vapor relativamente alta y la mayor
volatiidad de cualquier metal, vaporizandose a bajas temperaturas para
convertirse en un gas incoloro e inodoro.

Mercurio
200159 356,7° C

Figura 1.3. Propiedades del mercurio

-39° C

.

El mercurio presente en las zonas mineras tiene dos origenes: el natural y el
antropogénico. Si bien en ocasiones se han reportado trazas de mercurio en
fuentes de aguas no intervenidas por vertimientos con mercurio, en las areas
mineras del pais, salvo contadas excepciones, su atribuye en los suelos, en las
aguas, en los sedimentos y en el aire a las pérdidas del metal que ocurren durante
todo el proceso de beneficio del oro; es decir, aguel que es liberado al agua y al
suelo o emitido a la atmosfera durante la amalgamacion y purificacién del oro,
debido a actividad ilegal, artesanal o a pequefia escala [2].

El mercurio derramado y presente en la naturaleza se encuentra como diferentes
especies quimicas: las de tipo elemental (Hg®), las de tipo inorganico (Hg*, Hg*") y
sus formas organicas. Todas las formas del mercurio son nocivas para los seres
humanos, pero el mayor o menor efecto toxico depende de su forma quimica y de
la via de exposicion; el metilmercurio (HgCH?3) y el dimetilmercurio (Hg(CHs),) son
las formas organicas mas toxicas que afectan al sistema inmunolégico, alteran los
sistemas genéticos y enzimaticos y dafian el sistema nervioso, incluyendo la
coordinacion y los sentidos del tacto, el gusto y la vista, y se concentra en la
cadena alimenticia por bioacumulacion en la biota acuatica durante su ciclo
biogeoldgico; lo que quiere decir que se convierte entre sus diversas formas a

4
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través de una gama de transformaciones abidticas y biogeoquimicas y durante el
transporte atmosférico. Aunque su forma y disponibilidad para los organismos
vivos puede cambiar con el tiempo, el mercurio persiste en el medio ambiente [7].
Las propiedades fisicas y quimicas del mercurio han sido explotadas para gran
variedad de usos industriales, por esta razén, las exposiciones ocupacionales, las
emisiones y efluentes industriales que contaminan el aire, el agua, el suelo y, en
Gltima instancia, las cadenas alimenticias, se han convertido en motivo de gran
preocupacion para la salud publica y el medio ambiente [9].

Oxidacion
Emisién y Transporte ——> Hg(0) ———=> Hg(ll) £
A Deposicion A C_)J
1 ( Humeda y Seca

/7

Volatilizacion

y Hg(0
Escomentia g idacion  Reduccién 9(0)

Hg(ll)

Sedimentacién

Fotodegradacion

Figura 1.4. Ciclo biogeoquimico del mercurio [8].

2.2. Politicas de control en uso de mercurio en mineria

En Colombia se han establecido planes de contingencia para el control en el uso
de mercurio en actividades industriales mineras, y en el 2014, bajo el liderazgo del
Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible se lanzé el Plan Unico
Nacional de Mercurio, que busca eliminar gradual y definitivamente su utilizacion
en el sector minero e industrial del pais [10]. De acuerdo a estos lineamientos de
prevencion, las Corporaciones Autobnomas Regionales y de Desarrollo Sostenible,
como autoridades ambientales a nivel regional, compete la vigilancia y deteccién
de focos de contaminacion por vertimientos de mercurio en actividades mineras
informales que socaven el medio ambiente y los recursos naturales renovables.
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Segun informes presentados por el Ministerio de Minas y Energia de Colombia
(MINMINAS) y la Universidad de Cordoba, para el 2014 se encontraban
identificados 75 municipios adscritos a 19 regiones en los que se caracteriza la
relevancia en consumo de mercurio debido a proliferacion de explotaciones
mineras ilegales alrededor del pais [20].

Para el 2012, el departamento del Cauca contaba con 4 distritos mineros
compuestos por 21 municipios productores de oro, que para ese mismo afio
producian el 4,1% del oro extraido en el pais (medido en Unidades Productivas
Mineras). Actualmente, en el departamento se ubica una de las regiones que
consume mercurio dentro de la actividad extractiva aurifera, y se localiza entre los
municipios de Suarez, cuya economia se basa un 27% fundamentalmente en
actividad minera, y el municipio de Buenos Aires.

En la Corporacién Autonoma Regional del Cauca (CRC), con sede en el municipio
de Popayan, se realizan andlisis quimicos tempranos dentro de las instalaciones
del laboratorio ambiental, y el mercurio residual se detecta por Espectroscopia de
Absorcion Atomica/Vapor Frio (EAA/VF) a muestras de agua o sedimentos,
haciendo seguimientos y permitiendo determinar focos de contaminacion en
afluentes hidricos dentro de los 21 municipios adscritos a los distritos mineros
auriferos en el departamento.

Cabe resaltar que los sedimentos y suelos adyacentes a sistemas acuaticos
contaminados con vertimientos antropogénicos de mercurio se ven igualmente
afectados, y la acumulacién progresiva produce condiciones inadecuadas para
especies que habiten estos espacios, ya sean plantas que crecen en los
alrededores, o animales y humanos que habiten la zona. Los niveles de mercurio
asociados a suelos no contaminados estan entre 0,03 — 0,500 mg/Kg. Para este
intervalo de concentraciones, necesariamente se implica que la determinacién de
mercurio debe realizarse con Optimas metodologias de extraccion y robustas
técnicas analiticas para poder cuantificar cantidades realmente bajas del metal.

2.3. Determinacién de mercurio mediante Espectroscopia de
Absorcién Atémica con Vapor Frio (EAA/VF).

Como técnica analitica, la espectroscopia de absorcion atbmica (EAA) tiene como
fundamento la absorcion de radiacion de una longitud de onda determinada. Esta
radiacion es absorbida selectivamente, como se muestra en la figura 1.5, por
atomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia en energia corresponda en
valor a la energia de los fotones incidentes. La cantidad de fotones absorbidos
esta determinada por la ley de Beer, que relaciona ésta pérdida de poder radiante
con la concentracion de la especie absorbente y con el espesor de la celda o
recipiente que contiene los atomos absorbentes.

Tradicionalmente se ha utilizado la propiedad quimica de algunos elementos en
los que la generacién de vapores quimicos, en conjunto con la espectroscopia de
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absorcion atémica, es una de las herramientas mas poderosas para la
determinacion de trazas en una variedad de matrices.

Absorcion
Estimulada

Qo
I
Q

AVAVAVAVAVAY o

&

Figura 1.5. Transiciones electrénicas en absorcién atémica.

Las técnicas de generacion de vapores quimicos incluyen la espectroscopia de
absorcién atomica por vapor frio (EAA/VF), una técnica de absorcion atomica
alternativa a la atomizacion por llama y uno de los métodos mas sensibles para la
determinacion de mercurio.

El principio analitico para la deteccion es la reduccion con borohidruro de sodio,
NaBH., o cloruro de estafio, SnCl,, para convertir iones Hg?* en solucién a Hg°
que produce una sefial de absorbancia analitica méas alta. EI mercurio metalico
generado, al tener una alta presion de vapor, se libera y es arrastrado por un gas
inerte, como el nitrégeno N, y transferido a la trayectoria Gptica del espectrometro
de absorcién atomica donde el mercurio absorbe la radiacién de una longitud de
onda especifica de 253,7 nm a temperatura ambiente [11].

En la figura 1.6 se muestra el esquema de un sistema de generador de vapores en
continuo, acoplado a un espectrémetro de absorcion atémica, en el que se busca
la determinacion de mercurio haciendo uso de las propiedades Unicas del
elemento, y en el que el analito se puede determinar sin una celda de atomizacion
y simplemente reduciéndolo al estado elemental y transfiriéndolo a la fase de
vapor dentro de la trayectoria 6ptica de un sistema de deteccién adecuado [12].

En el sistema de generacion del vapor frio de mercurio en su estado elemental, un
capilar es colocado en la soluciébn a medir y bombeado por una bobina a una
camara de reaccion donde se acidifica automaticamente y se mezcla con el
agente reductor, como borohidruro de sodio al 0,5%.

El vapor de mercurio resultante ya esta en estado atomico, como se muestra en la
ecuaciéon 1.1, por lo que no hay necesidad de un atomizador, per se. Asi, el vapor
es arrastrado por un gas inerte y transferido directamente a la celda de cuarzo de
trayectoria de absorcion larga (30 cm) que amplifica la sensibilidad y el limite de

7
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detecciéon. Como medida de absorcion se utiliza una lampara de descarga a una
longitud de onda de 253,7 nm.

BH4_(aC) + 3H20(l) + H+(ac) + ng+(ac) il H3BO3(ac) + Hg(g) + 8H+(ac) Ec.1.1

Las técnicas analitica de generacion del vapor frio acoplado al espectrémetro de
absorcion atdbmica EAA/VF ofrece varias ventajas en la deteccion de mercurio:

(1) Se logra la separacion del analito de la matriz que invariablemente conduce a
una mejor precision en la determinacion.

(2) La pre-concentracion se implementa facilmente.

(3) La especiaciéon quimica simple puede discernirse en muchos casos

(4) Los procedimientos son susceptibles de automatizacion.

Lampara ——= Celda de Absorcion ———J» Detector
de Catodo
Hueco ES

Celda de Bomba
Reaccién Peristaltica

] Muestra

Separador

Liquigo/Gas i
=1 (Caudal & Tiempo Retardado)
| < - Acido
(Caudal & Tiempo Retardado)
< | NaBH.
|£ (Caudal & Concentracion)

) V' ¢ I ]
Desagiie L]

Controlador del flujo —— A(:f:s‘:fe (Caudal)
-4

Figura 1.6. Esquema de accesorio para un espectrémetro de absorcién atbmica acoplado a
un generador de vapores (AGV) [11].

Il

Igualmente, tampoco se conocen interferencias espectrales con la técnica de
vapor frio; el vapor de agua que se pueda filtrar no absorbe en la linea de 253,7
nm, aunque las gotas de agua que se transportan a la celda pueden provocar la
atenuacion de la fuente. Al usar borohidruro como agente reductor se pueden
encontrar interferencias quimicas que incluyen arsénico, selenio, antimonio y en
general elementos formadores de hidruros, pero se descarta la absorcion de haz
de luz a una longitud de 253,7 nm que es propia del mercurio [12].

Los desafios analiticos asociados a la determinacion de mercurio y sus diferentes
especies quimicas han llevado a la necesidad de desarrollar muchas mas técnicas
analiticas confiables para su deteccidn, asi como tratamientos previos realizados a
la muestra, que incluye la revision de enfoques para la recoleccién y
almacenamiento de muestras, metodologias de extraccion, concentracion previa e
inclusive separacion mediante técnicas cromatograficas acopladas a distintos
meétodos espectroscopicos.
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Entre las técnicas analiticas también utiles en la determinacion de mercurio,
ademas de la espectroscopia de absorcidon atomica con vapor frio, se encuentra la
espectroscopia de absorcion atdmica por atomizacién con llama, espectroscopia
de absorcion atbmica con atomizacion electrotérmica, la espectrometria de masas
con fuente de plasma de acoplamiento inductivo, espectrometria de emision
atomica con fuente de plasma de acoplamiento inductivo y la espectroscopia de
fluorescencia atdmica con vapor frio. A continuacion, en la tabla 1.1, se enumeran
una serie de metodologias analiticas desarrolladas para la determinar mercurio y
sus diferentes especies quimicas [13].

Tabla 1.1. Técnicas analiticas aplicadas a la determinacién de mercurio [13].

Separaciéony

Especie quimica Pre tratamiento Técnicade Limite de
de Hg de la muestra pre deteccién deteccion (ng/L)
concentracion
Derivatizacion Separac'lor! con
MMeHe CG y pirolisis, EFA MMeHg: 0.01
con NaBEt, o 0
reduccion a Hg
Hg*" inorg Derivatizacion Separacion con EEA Hg®* inorg: 0.13
MMeHg con NaBH, CG MMeHg: 0.01
Hg*" inorg Derivatizacion Separacion con EFA Hg®" inorg: 0.13
MMeHg con NaBH, CG MMeHg: 0.01
MMeHg Separacion con DMeHg: 120
) D2|+EtHg MEFS cG EEA/PIM BEtHg: o5
g” inorg s L Hg“" inorg: 6500
MMeHg Dgg':]’a,\tl';gﬂon Separgc(';"” con EEA/PIM MMeHg: 1300
DMeHg 4 DMeHg: 210
Hg“ inorg Hg*" inorg: 11
Mg'ﬁ;'g . Micro CLAR EM/PI M'\é'teHFé?'SB
PhHg PhHg: 32
Derivatizacion Separacion con
MMeHg con NaBH, P CG EMDI/PI MMeHg: 0.003
. Separacion con ,
Hg“" inorg CLAR, digestion Hg“" inorg: 5.2
MMeHg MEFS con C18 e irradiacién con EFA MMeHg: 5.6
UV, genera VF
. Complejacién Separac_ion con :
ng+ inorg P 12 CLAR, digestién EEA ng+ inorg: 11000
MMeHg merc(;c;)rtloe-tanol e irradiacion con MMeHg: 8000
UV, genera VF
Hg* inorg Derivatizacion Sepgrfg:gn con EAA Hg* inorg: <1.2
MMeHg con NaBH, - y MMeHg: 0.008
generacion de VF
Hg*" inorg Hg®" inorg: 800
MMeHg Complejacion y Separacion con EMDI/PI MMeHg: 4300
EtHg MEFS con C18 CG EtHg: 1400
PhHg PhHg: 800
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2.4. Metodologia empleada en el laboratorio ambiental de la CRC
para la extraccion y determinacion de mercurio en sedimentos

La necesidad de una Optima determinacion de mercurio en sedimentos requiere de
una metodologia con una eficaz extraccion del metal para su total cuantificacion.
En el laboratorio de la CRC se utilizaron los lineamientos del método EPA 7471B
(SW-846) de la Environmental Protection Agency (EPA) para la extraccion de
mercurio, utilizando un espectrémetro de absorcion atobmica mediante la técnica de
vapor frio.
Para el procesamiento que se le realiza a la muestra solida, segun las
especificaciones de la EPA, se requiere de una extraccion del metal mediante una
digestion acida con agua regia debido a que estos metales se absorben
ligeramente sobre material organico particulado. Para reducir las interferencias de
materia organica y convertir el mercurio asociado a su forma de ion metalico libre
Hg** se utiliza &cido nitrico y clorhidrico en relacién tres a uno, mas la adicién de
permanganato de potasio (Ver ecuacion 1.1) que sirve para oxidar cualquier
remanente de mercurio en estado elemental. La digestion se lleva a cabo durante
media hora y a una temperatura cercana a la ebullicién. Posteriormente, la lectura
del vapor de mercurio por espectroscopia de absorcion atdmica se realiza a su
estado elemental Hg°, tras la reduccién del ion metalico Hg?* extraido, con
borohidruro de sodio en un medio fuertemente acido, y es empujado al canal
Optico por una bomba peristaltica que succiona nitrégeno como gas inerte para
arrastrar el vapor a la celda de absorcion (Ver seccion 1.3) [14].

Las mediciones de mercurio que se hacen en la Corporacion Autébnoma Regional
del Cauca (CRC) utilizando espectroscopia de absorcion atdbmica por vapor frio se
sometieron a pruebas estadisticas para asegurar la calidad de los andlisis, de
forma que la 6ptima determinacién de mercurio, como soporte técnico, ayude a la
corporacion regional del Cauca en la elaboracion de planes de saneamiento y
manejo de vertimientos con el objetivo de cumplir con los requisitos de calidad en
aguas superficiales que puedan verse vulneradas por actividades ilegales en
beneficio del oro en el departamento del Cauca.

2.5. Conceptos fundamentales en la estandarizacion de métodos
analiticos
Todas las mediciones analiticas son relevantes y por lo tanto determinar el
resultado correcto y ser capaz de demostrarlo es de vital importancia. Para esto es
necesaria la estandarizacion de meétodos, que son procesos en los cuales se
establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio
del método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.

La estandarizacion de métodos es un requisito importante en la practica de los
analisis quimicos. Si bien la mayoria de los quimicos analiticos son conscientes de
ello, no siempre esta claro por qué y cuando debe realizarse y qué es necesario
hacer. Los requisitos de las norma ISO/IEC 17025 han ayudado a clarificar este
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tema. Por ejemplo, la necesidad de demostrar que los métodos deben adecuarse
a su uso previsto se indica claramente en la norma ISO/IEC 17025:

“El laboratorio debe utilizar los métodos de ensayo o de calibracion, incluidos los
de muestreo, que satisfagan las necesidades del cliente y que sean apropiados
para los ensayos o las calibraciones que realiza... Cuando el cliente no especifique
el método a utilizar, el laboratorio debe seleccionar los métodos apropiados...” [15]

La finalidad fue, entonces, analizar las cuestiones relacionadas con la
estandarizacion de metodologias analiticas aplicadas a la determinacion de
mercurio por EAA/VF y de como se debid llevar a cabo.

Durante el proceso de estandarizacién o validacion de un método analitico se
requieren instrumentos calificados y calibrados, métodos documentados, patrones
de referencia confiables, analistas calificados e integridad de las muestras.
Algunas caracteristicas analiticas tipicas a evaluar en la estandarizaciéon son [18]:

Linealidad

Intervalo de determinacién

Limite de deteccién y cuantificacién
Precision

Exactitud

Incertidumbre

VVVYYY

Dada la importancia de estos parametros, se ahonda en las caracteristicas
generales de desempefio

2.5.1. Limite de deteccion
Segun la Eurachem, el limite critico de deteccion se define como la menor
cantidad de analito que puede detectarse de una muestra en estado neto o
concentracion neta minima detectable, aunque no necesariamente cuantificarse,
bajo las condiciones del experimento indicadas [18]. Asi, las pruebas limite
confirman simplemente que la cantidad del analito se encuentra por encima o por
debajo de un cierto nivel.

Imaginando un método analitico donde los resultados de dicho método siguen una
distribucion normal. Si se analizan blancos de muestra, los valores de
concentracion (en ausencia de un error sistematico), se distribuirian alrededor del
cero con una desviacion estandar aop, o que quiere decir que como resultado de la
medida de un blanco, y de los errores experimentales del método, se podria
obtener una concentracion que no fuese cero. Lo que se hace, entonces, es acotar
los resultados de la distribucién en algun punto, denominado valor critico, L¢, que
permite decidir si el analito se encuentra presente o no. Si la concentracion es
superior a Lc, se puede estimar que el analito esta presente en la muestra [16].

11
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La decision de si un determinado analito esta en la muestra o no se basa en la
comparacién de una concentracion predicha del analito, donde:

L. =2y_s*0y Ec. 1.2

Siendo z;.4 es el valor de distribuciébn normal de una cola y para un nivel de
significacién a, y ap es la desviacion estandar de la concentracion neta cuando el
analito no esté presente. L¢ se define para marcar un valor minimo a partir del cual
una concentracion predicha se considera causada por el analito. De esta forma,
existe un riesgo de cometer un error por falso positivo. Sin embargo, si se quiere
mantener un riesgo (llamado ) pequefio de cometer un falso negativo, el limite de
deteccion del método, Lp, debe ser mayor. Asi pues, tomando en consideracion
ambas probabilidades de error:

Lp =2y_g *x 0y +21_p * 0p Ec.1.3

Donde z;.5 es el valor de la distribucion normal de una cola y para un nivel de
significacién B y ap es la desviacion estandar de la concentracion neta cuando el
analito esta presente en la muestra al nivel del limite de deteccién. En las
ecuaciones 1.2 y 1.3 se ha asumido que las concentraciones siguen una
distribucion normal con varianza conocida. Tomando como valores por defecto
para a = 3 = 0.05, y asumiendo que la varianza es constante entre c =0y c = Lp,
la ecuacion 1.3 se transforma en:

LD = 30-0 EC 14

2.5.2. Limite de cuantificacion
Definido como la menor cantidad de un analito en una muestra que puede
determinarse con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones del
experimento establecidas. El limite de cuantificacion del método se calcula como:

LC = 1050 EC 15

Siendo sq la desviacion estandar de las réplicas realizadas para la ecuacion 1.5

2.5.3. Linealidad e intervalo de determinacion
La linealidad de un método define la relacion lineal entre una sefial analitica y la
concentracion del analito. Por su parte, el intervalo de determinacion corresponde
al intervalo de concentracion mas fiable de medida para la determinacion analitica
del analito. Este intervalo esta comprendido entre la concentracion
correspondiente al limite de cuantificacién del método y la concentracibn maxima
que entrega el limite de linealidad [17].

En quimica analitica, la relacion lineal comprendida en el intervalo de
determinacién se representa graficamente mediante una curva de calibracién que
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muestra la variacion proporcional de la sefial analitica respecto a la concentracion
del analito.

Suponiendo una curva de calibracion en la que existe una relacion lineal entre la
sefal analitica (eje y) y la concentracion del analito (eje x), y que se ajusta a la
ecuacion:

y=mx+b Ec. 1.6

La mejor forma de calcular la mejor linea recta a través de los puntos de la grafica
de calibracion es mediante el método de los minimos cuadrados, en la que se
determina la recta de regresion de y sobre X, y consiste en minimizar la suma de
los cuadrados de la diferencia entre el valor calculado y el valor experimental. La
mejor recta de calibracion es aquella que provee la menor diferencia entre el valor
calculado y el valor experimental.

Teniendo una recta de calibracion que se encuentra definida segun la ecuacion
1.6, el método de minimos cuadrados permite obtener las estimaciones de la
ordenada en el origen, y la pendiente [15]:

_ Xm0 ¢ — )
m =

— Ec. 1.7
Z?=1(xi - x)z

b=y—mx Ec.1.8

Donde x y y corresponden al valor medio de las coordenadas x e y de los n puntos
experimentales de la curva de calibracion.

Una forma de evaluar el modelo de linealidad de una recta de calibracion es
mediante el célculo del coeficiente de correlacién, r, cuyo resultados, estimados
entre -1 > r < +1, ayudan a establecer si los puntos experimentales se ajustan bien
0 no a una linea recta. Para modelos de calibracion se esperan rectas de
pendiente positiva, de forma que cuando r se acerca mas a +1, se obtiene una
correlacién positiva cerca de la perfeccion. De forma contraria, si no existe
correlacion entre x y y, el valor de r es cero [15]. El coeficiente de correlacion se
define matematicamente como:

o S —D0i—)
VI G — O 3, O — 72

Ec.1.9

Aunqgue los coeficientes de correlacién son sencillos de calcular, también son mal
interpretados con facilidad. Debe tenerse en cuenta que el uso de la ecuacion 1.9
genera un valor de r aun cuando los datos sean claramente de caracter no lineal.
Una forma de saldar un falso positivo de este tipo se recomienda representar las
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gréficas de calibracion para no deducir erroneamente una relacion de caracter no
lineal [15].

2.5.4. Exactitud y precision

Exactitud corresponde a la proximidad entre el resultado de una medicion
obtenida al aplicar el procedimiento de andlisis un cierto numero de veces y
contrastado con un valor que es aceptado como valor de referencia (material
certificado) [18]. La validacion de métodos trata de investigar la exactitud de los
resultados evaluando los efectos sistematicos y aleatorios sobre resultados
individuales. Por lo tanto, normalmente la exactitud se estudia como dos
componentes: ‘veracidad’ y ‘precision’. Ademas, una expresion cada vez mas
comun de exactitud es "incertidumbre de medicion’, la cual proporciona un solo
valor.

‘Veracidad’ de medicién es una expresion de la proximidad de la media de un
namero infinito de resultados (producidos con el método) a un valor de referencia.
Puesto que no es posible realizar un nimero infinito de mediciones, no se puede
medir la veracidad. Sin embargo, se puede realizar una evaluacion practica de la
veracidad. Por lo general, esta evaluacion se expresa cuantitativamente en
términos de 'sesgo’, basado en la comparacion de la media de los resultados de
medicion del método candidato con un valor de referencia adecuado.

Existen tres enfoques generales: a) analisis de materiales de referencia, definido
por la ISO (Organizacion Internacional para la Estandarizacién) como “un material,
acompafiado de un certificado, con una o mas de sus propiedades certificadas por
un procedimiento que establezca su trazabilidad a una realizacion precisa de la
unidad en la que los valores de la propiedad se expresan, y para los cuales cada
valor certificado se acompafia por una incertidumbre a un determinado nivel de
confianza” [16]. b) experimentos de recuperacion utilizando muestras adicionadas,
y €) comparacién con resultados obtenidos mediante otro método. Los estudios de
sesgo deben cubrir el alcance del método y, por lo tanto, pueden requerir el
andlisis de diferentes tipos de muestra y/o diferentes niveles de analito. Para
lograr esto, se puede requerir una combinacion de estos enfoques diferentes.

El sesgo puede expresarse en términos:

a) Absolutos

S = |% — Xper] Ec 1.10
b) Porcentajes relativos
X—Xx
wos = Z=%rerl L 10 Ec. 1.11
xref

c) Recuperacion relativa de adiciones
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wr' == * 100 Ec. 1.12

Xadicién
Donde x' es el valor medio de la muestra adicionada y x,4;.in, €S la concentracion
afadida.

Sin embargo, en algunos sectores de medicién analitica, también se utiliza la
recuperacion relativa (‘recuperacion aparente’) en porcentaje:

%S =

* 100 Ec.1.13
xref

Para determinar el sesgo utilizando un material de referencia (MR), se determinan

la media y la desviacién estandar de una serie de mediciones repetidas y se

comparan los resultados con el valor asignado para la propiedad del MR. EI MR

ideal es un material de referencia de matriz certificado con valores de las

propiedades proximos a los de las muestras de ensayo de interés.

En ausencia de MR adecuados, se pueden utilizar estudios de recuperacion
(experimentos con adiciones) para dar una indicaciéon del nivel de sesgo probable.
Los analitos pueden estar presentes en una variedad de formas en la muestray a
veces solo algunas de éstas son de interés para el analista. De este modo, el
método puede disefarse deliberadamente para determinar solo una determinada
forma del analito. La incapacidad de un método para determinar todo o parte del
analito presente puede reflejar un problema inherente al método.

Precision es una medida de cuan cerca estan los resultados los unos de los otros
por mediciones replicadas en condiciones especificas y generalmente se expresa
por medidas como la desviacion estdndar, o desviaciobn estandar relativa,
calculada a partir de los resultados obtenidos mediante la realizacion de
mediciones a un material adecuado en condiciones especificas. La decision sobre
las "condiciones especificas" es un aspecto importante de la evaluacion de la
precision de la medida - las condiciones determinan el tipo de estimacion obtenida
de la precision [18].

Existen dos formas, las mas comunes, de plantear el estudio de precision, la
repetitibilidad y reproducibilidad, la primera hace referencia a la dispersion de los
resultados originados por dar la mas pequefia variacion en los resultados, es una
medida de la variabilidad en los resultados cuando una medicion se lleva a cabo
por un solo analista utilizando el mismo equipo en un corto plazo de tiempo. La
reproducibilidad se define como la dispersiéon de resultados originados por dar la
mayor variacion en los resultados, es una medida de la variabilidad en los
resultados entre laboratorios, o con un cambio de método pero con la intencion de
determinar la misma magnitud, o la aplicaciones del mismo método a alicuotas de
la misma muestra, para determinar el mismo analito, en el mismo laboratorio y los
ensayos de determinacién se realizan tanto en dias consecutivos como nho
consecutivos.
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Entre estos dos extremos, la precision intermedia ofrece una estimacion de la
variacion en los resultados cuando las mediciones se realizan en un solo
laboratorio, pero en condiciones que son mas variables que las condiciones de
repetibilidad. Las condiciones exactas utilizadas deben establecerse en cada caso.
El objetivo es obtener una estimacion de la precision que refleje todas las fuentes
de variacién que se produciran en un solo laboratorio en condiciones de rutina
(diferentes analistas, periodos de tiempo prolongado, diferentes piezas de equipos
etc.) [18].

La evaluacion de la precision es generalmente dependiente de la concentracion de
analito, y asi debe determinarse en una serie de concentraciones a traves del
intervalo de trabajo. Esto podria incluir una concentracion particular de interés (tal
como un limite reglamentario) mas concentraciones a los limites del intervalo de
medicion. En los casos en que la concentracién medida estd muy por encima del
limite de deteccion, la precisidn que se determina, es a menudo proporcional a la
concentracion de analito. En tales casos, puede ser mas apropiado expresar la
precision como una desviacion estandar relativa ya que ésta es aproximadamente
constante a lo largo del rango de interés.

2.5.5. Incertidumbre

Un tipico método instrumental de andlisis implica varias mediciones
experimentales, cada una de las cuales esta sujeta a una incertidumbre
indeterminada y contribuye al error indeterminado neto del resultado final. La
palabra incertidumbre estd relacionada con el concepto general de duda, pero
también se asocia al conocimiento limitado de un valor particular. Segun la guia de
la Eurachem Cuantificacion de la Incertidumbre de Medidas Analiticas [21], la
incertidumbre es “un pardmetro asociado al resultado de una medida, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente ser atribuidos
al valor de medida”. La incertidumbre de medida no implica duda sobre la validez
de una medida, sino el aumento de la confianza en la validez del resultado de una
medicion [18].

Como medida de la propagaciéon del error, la incertidumbre es el resultado de la
suma de errores aleatorios y determinados propios del método. De estos Ultimos,
pueden sugerirse algunas posibles fuentes como una definicién incompleta del
valor de medida, muestreo, efectos de la matriz e interferencias, condiciones
ambientales, incertidumbres de equipos masicos, volumétricos, valores de
referencia, aproximaciones y asunciones incorporadas en el método de medida y
procedimiento, y variaciones aleatorias.

Segun la guia de estimaciéon de incertidumbres de la Eurachem, la incertidumbre
global puede calcularse como la sumas de las contribuciones individuales, de
forma que se toma cada fuente de incertidumbre y se trata separadamente para
obtener la contribucion de esa fuente; tratada como desviacion estandar, la
incertidumbre de esa fuente se conoce como incertidumbre estandar.
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El calculo de las incertidumbres individuales se estima directamente como la
conversion de una desviacion estandar (en la forma de +a). Sin embargo, cuando
se dé un intervalo de confianza a un nivel p% (como ta a p%), entonces se debe
calcular a partir de la desviacion estandar al dividir el valor de a entre el punto
porcentual apropiado de la distribucion normal de confianza dado.

Ec. 1.14. Incertidumbre al 95% Ec. 1.15. Incertidumbre al 99,7%
C C
u = E u = §

En caso de que no se especifique algun intervalo de confianza, la incertidumbre
individual se calcula como la division de ta entre el patrén de distribucion de
probabilidad.

Ec. 1.16. Incertidumbre para Ec. 1.17. Incertidumbre para
distribucién rectangular distribucién triangular
a a
u=— u=—
V3 V6

Después de estimar los componente individuales y ser expresados como
incertidumbres estandar para un resultado de medida y, el siguiente paso es
estimar la incertidumbre total, expresada como incertidumbre estandar
combinada (uc) que es la desviacion estandar estimada igual a la raiz cuadrada
positiva de la varianza total obtenida por combinacién de todos los componentes
de la incertidumbre sin importar cdmo sea evaluada, utilizando la ley de
propagacion de la incertidumbre.

La relacién general entre la incertidumbre estandar combinada uc(y) de un valor y

y las incertidumbres de los pardmetros independientes Xi, Xp,...,X; de los que
depende es:

uc(y(xl,xz )) = \j Z ci?u(x)? = \/ z u(y, x;)? Ec. 1.18

i=1n i=1n

Siendo y(x4,x, ...)una funcién de varios parametros x,,x, ..., ¢; €s un coeficiente
de sensibilidad evaluado como c; = ay/ax., la diferencia parcial de y con respecto
4

a x; Yy u(y, x;) denota la incertidumbre de y derivada de la incertidumbre en x;. La
contribucion de cada variable u(y,x;) es precisamente el cuadrado de la
incertidumbre asociada expresamente como desviacion estandar multiplicada por
el cuadrado del coeficiente de sensibilidad adecuado. Este coeficiente describe
como el valor de y varia con los cambios en los pardmetros x;, x, ... [21].
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Para la mayor parte de los propdsitos en quimica analitica, se deberia utilizar la
incertidumbre expandida (U). La incertidumbre expandida proporciona un
intervalo en el que se cree que esta el valor del mensurando con un mayor nivel
de confianza. La U se obtiene multiplicando uc(y), la incertidumbre estandar
combinada, por un factor de cobertura (k). La eleccién del factor k se basa en el
nivel de confianza que se desea. Para un nivel aproximado de confianza del 95%,
k es habitualmente 2 [21].

U =2u.(y) Ec. 1.19
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Implementar y estandarizar un método para la determinacion de mercurio en

sedimentos en el laboratorio ambiental de la Corporaciéon Autonoma Regional del
Cauca (CRC) utilizando la técnica de Espectroscopia de Absorcion Atémica/Vapor
Frio (EAA/VF) basado en la metodologia propuesta en la norma 7471B EPA US
(SW-846) de la Agencia (EPA)

3.2. Objetivos especificos
» Implementar un método para la determinacion de mercurio en sedimentos

por EAA/VF.

» Estandarizar una metodologia para la determinacion de mercurio en
sedimentos teniendo en cuenta los parametros estadisticos: precision,
exactitud y recobro, rango dindmico, limite de deteccién y cuantificacion e
incertidumbre.

» Aplicar la metodologia estandarizada a muestras reales de sedimentos
suministradas por la Corporacién Regional del Cauca (CRC).
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SECCION EXPERIMENTAL

4. SECCION EXPERIMENTAL

A continuacién se describe el procedimiento gue se empledé para la
implementacion y posterior estandarizacion del método espectrofométrico para el
analisis del contenido de mercurio en muestras de sedimentos.

4.1. Materiales equipos y reactivos

4.1.1. Materiales

Tabla 4.1. Materiales usados durante la implementacion del método.

Material Cantidad
Erlenmeyer 125,00 £ 6,25 mL 25
Balon aforado 100,0 + 0,1 mL 20

Balén aforado 50,00 + 0,06 mL
Balon aforado 25,00 + 0,04 mL
Beaker 50 mL

Beaker 250 mL

Pipeta grad. 10,000 £ 0,075 mL
Pipeta grad. 25,00 £ 0,09 mL
Frasco lavador

Espatula

Gotero

PNNR P waS o

4.1.2. Equipos
Tabla 4.2. Descripcién de los equipos utilizados durante la estandarizacion
Equipo Descripcion Cantidad
Espectrometro de absorcion atdmica Thermo Scientific Ice 3000 Series AA 1
Spectrometer
Equipo generador de vapores (VGA) gggg:ﬁ Scientific VP 100 Vapour 1
Pipeta Transferpette Brand 0,5 -5 mL 1
Pipeta Transferpette Brand 25 — 250 L 1
Bafio Maria DIES 1
Balanza analitica Precisa 92SM-202A 1
Horno BINDER REDLINE 1

4.1.3. Reactivos

= Agua desionizada

= Acido nitrico (HNO3) Merck al 69%

= Acido clorhidrico (HCI) Merck 37%

» Permanganato de potasio (KMnO,) J.T. Baker — Fisher Scientific al 5%
Se disuelven 5 g de KMnO,4 en 100 mL de agua desionizada

= Cloruro de hidroxilamina (NH,OH*HCI) PanReac AppliChem al 5%

20



SECCION EXPERIMENTAL

Se disuelven 2,5 g de cloruro de hidroxilamina en 50 mL de agua
desionizada

= Borohidruro de sodio (NaBH,4) PanReac AppliChem al 0,5%
Se disuelven 0,5 g de NaBH, junto con 0,5 g de hidréxido de sodio (NaOH)
Merck en 100 mL con agua desionizada

= Acido clorhidrico (HCI) Merck al 5%
Tomar 13,5 mL de HCI| concentrado y aforar a 100 mL con agua
desionizada

4.2. Procedimiento para el analisis de mercurio por espectroscopia
de absorcidén atébmica por la técnica de vapor frio (EAA/VF)
Para la determinacion del metal se escogi6é el método 7471B (SW-846) propuesto
por la Environemntal Protection Agency (EPA) de los Estados Unidos como guia
para realizar la extraccion del analito y la lectura en la solucién extractora por
EAA/VF.

4.2.1. Calibraciéon del material volumétrico
Dado que todos los instrumentos de medida usados, principalmente matraces
volumétricos tipo A, certifican cantidades que se utilizan dentro de una cierta
tolerancia, para una mayor exactitud en las medidas utilizadas en el proceso de
implementacion y estandarizacion del método 7471B, se calibré el material para
conocer el volumen que realmente contienen. El calibrado se hizo por diferencia
de masas mediante el llenado de agua contenido en el volumen especifico de
cada equipo utilizado, teniendo en cuenta la dilatacion térmica del agua aunque
despreciando el producido por el material de vidrio. Ya que equipos como pipetas
y balanzas habian sido calibrados previamente por un agente externo, el proceso
de calibracion por llenado y pesaje de agua se realiz6 Unicamente a 25 matraces
de 100,0 mL y 10 matraces de 25,00 mL a una temperatura de ensayo de 21 °C.
Por lo tanto, el volumen real se calcula como [22]:

Ecuacion 4.1 Volumen Real = (g agua) * (volumen de 1 g de agua a 21 °C)

Para cada matraz utilizado, se realizaron réplicas de 3 medidas

4.2.2. Evaluacion de las condiciones espectroscopicas
Segun especificaciones de la casa fabricante del equipo de absorcion atémica
Thermo Fisher Scientific, se establecieron algunos parametros como la
concentracion y el flujo del agente reductor y de la solucion extractora, ademas de
parametros de calibracion instrumental como la altura de la celda de absorcion y el
tiempo de lectura.

Para la preparacion de patrones para la estandarizacién se utiliz6 una solucion

patrén de mercurio trazable a SRM de NIST {Hg(NO3), en HNO3 2 mol/l, 1000 * 2
mg/L Hg}.
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Tabla 4.3. Parametros de trabajo en equipo de EAA/VF

Parametro Valor
Flujo NaBH, 0,5% 1,6 mL/min
Flujo HCI 0,5% 0,7 mL/min
Flujo Solucién Extractora 7,5 mL/min
Flujo de N, de arrastre 50 mL/min
Tiempo de Lectura 90 s
Correccion de fondo D2 Quadline

4.3. Calibraciéon del equipo EAA/VF mediante curvas de calibracion
por patrén externo
Como primer caso de estudio, se analizaron curvas de calibracion con 7 puntos

experimentales: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ug/L (blanco de reactivos Unicamente con
agua desionizada) y cuyos patrones estandar no fueron sometidos al proceso de
extraccion acida que describe el método 7471B, por lo que su preparacion
consistié unicamente en diluciones sucesivas del titrisol de Hg de 1000 mg/L en
agua desionizada. El analisis estadistico se estima mediante estudios de
precision, analizando la reproducibilidad de las curvas, con factor de agrupamiento
debido a la medicién de una por mes, entre febrero y agosto del 2018 y que fueron
almacenadas previamente en el software SOLAAR 2018.

4.4. Determinaciéon de los parametros de estandarizacién de un
método para extracciéon y cuantificacion de mercurio por

EAA/VF
A continuacion se describe el proceso con el cual se propuso la implementacion y

estandarizacion del método para la determinacién de mercurio en sedimentos en
el Laboratorio Ambiental de la CRC para la determinaciébn de mercurio por
EAA/VF, basandose en el método 7471B (SW-846) de la EPA. Para el
procedimiento analitico se siguieron las guia de validacién de métodos propuestas
por la Eurachem Adecuacion al Uso de Métodos Analiticos, Una Guia de
Laboratorio Para Validacion de Métodos y Temas Relacionados, ademas del
documento protocolo de estandarizacion de métodos analiticos del Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) [18, 19].

El desarrollo en la implementacion y estandarizacion se realizé a patrones liquidos
y a matrices naturales sometidos a extraccion, segun las especificaciones ya
establecidas. A continuacién se describen los lineamientos seguidos para cada
variable
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4.4.1. Limite de deteccién (LDM) y cuantificacion (LCM) del método
Para la determinacion de los limites criticos se realiz6 primeramente un estimado

tedrico que se obtuvo mediante la medicion de 14 réplicas de blancos, en donde el
tedrico de la medida fue aproximadamente 3 y 10 veces la desviacién estandar de
los blancos para el LD y LC respectivamente [18].

Considerando representativa la medicion de 14 réplicas de un blanco, se
realizaron correcciones del blanco, por lo que se tuvo precaucion al determinar la
desviacion estandar de la réplica de blancos utilizada en la determinacion de LDM
y LCM. En tal caso [18]:

So

So == Ec. 4.2

Vn
Siendo s; la desviacion estandar corregida, s, la desviacion estandar de los
blancos y n el nimero de réplicas del blanco

Por lo que las ecuaciones 1.4 y 1.5 se corrigieron como (siendo LDM y LCM el
limite de deteccidn y cuantificacion de método respectivamente):

Ec. 4.3. Ec. 4.4,
LDM = 3s} LCM = 10s}

En la practica, los resultados teoricos de LD y LC se sometieron a andlisis
mediante la preparacion de 10 réplicas fortificadas a las concentraciones
estimadas, esperando un valor aceptable cuando la medida de la desviacién
estandar relativa fue menor del 20% en ambos casos.

Para asegurar réplicas representativas, las desviaciones estandar deben ser
representativas de acuerdo al desempefio del método, por lo que en el caso de las
muestras blanco y las fortificadas, la desviacion estandar se calcul6 basandose en
los resultados obtenidos cuando el analisis se efectu6 exactamente de acuerdo al
procedimiento de medicion, incluyendo los pasos de preparacion descritos en la
seccién 4.5.2.1 (Preparacion de soluciones de verificacion).

4.4.2. Linealidad
Se verifico la linealidad para el analisis de 7 soluciones estandar, en el rango de

mayor linealidad de las curvas de calibracion que define la dependencia
proporcional de la absorbancia con la concentracion del analito de interés,
encontrando parametros de regresion lineal en cada caso.

Para este fin, se fijaron los puntos del rango dinAmico que establece el cookbook
del software SOLAAR para el manejo del equipo de EAA/VF de la casa Thermo
Fisher Scientific (ver tabla 4.5).

23



SECCION EXPERIMENTAL

Para el analisis del intervalo de trabajo se dispuso de los blancos y patrones que
se sometieron al procedimiento de medicion completo, como se establece en la
seccion 4.5.2 (Preparacion de estandares de calibracion). La evaluacion inicial del
intervalo de trabajo se realiz6 mediante una inspeccion visual de la curva de
respuesta. El siguiente paso fue confirmar la relacion entre la concentracion y la
respuesta del instrumento revisando las estadisticas de regresion y el grafico de
residuales del modelo de regresion lineal, graficando en el eje y la absorbancia en
funcién de las concentraciones conocidas de los patrones (eje x).

El intervalo de trabajo y la linealidad del método también se evaluaron mediante el
apoyo de estadisticos que se sustentd con datos de estudios de precision y sesgo.

4.4.3. Precision
Se evalud en términos de:

4.4.4. Precision intermedia
Este pardmetro se medié en funcion de la significancia estadistica producida por la

preparacion y medicion de réplicas por duplicado que se hizo a soluciones patrén
de 6 pg/L de Hg. Ya que la precision, cuando es medida como propagacion de los
resultados en términos de desviacion estandar, es generalmente dependiente de
la concentracién de analito, se prefirid6 evaluar esta variable mediante un disefio
estadistico mas robusto, aplicando un ANOVA en este punto especifico de la serie
de concentraciones del intervalo dinamico y bajo las mismas condiciones de
operacion. Como factor de agrupamiento, la precision intermedia de los ensayos
se midié durante intervalos de tiempo diferentes, especificamente durante siete
dias consecutivos con un duplicado por dia.

Al usar el ANOVA de un factor, se buscé separar la variaciéon inherente al método
(repetibilidad), de la debida a las diferencias en las condiciones de medida
(precision intermedia) y evaluar si el efecto de los dos factores fue aditivo.

Por lo tanto, asumido este disefio estadistico, descrito ademas en la norma ISO
5725-3, y garantizando que las réplicas dentro de cada grupo se obtuvieron en
condiciones de repetibilidad y que las condiciones analiticas variaron entre los
grupos, la repetibilidad y precisién intermedia se calcularon como [18]:

s, = MSg Ec.45

Siendo s, la desviacion estandar de la repetibilidad y MS,; el cuadrado medio
dentro del grupo.

Ec. 4.6
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Donde s;, representa la contribucion total del factor de agrupamiento, MS, el
cuadrado medio entre los grupos y n el nUmero de observaciones por grupo. Por lo
tanto, la precision intermedia, s;, se calculé como:

2

s = \/(S% * 100)2 + (% +100) Ec.4.7

Siendo T la tolerancia caracteristica de la medida, o la media poblacional.
Los resultados obtenidos se interpretaron aplicando los siguientes criterios [28]:

e Sis; <10%, el sistema de medicidén es aceptable

e Sil0% < s5; < 30% el sistema de medicidn puede ser aceptable segun su
uso, aplicacion costos de instrumentos de medicién, costos de
reparacion.

e Sis; 2 30% el sistema de medicién es considerado como no aceptable y
requiere de mejoras en cuanto a equipo, método, condiciones, etc.

4.4.5. Reproducibilidad
La reproducibilidad se determin6é en funcibn de la significancia estadistica

producida por la preparacién y medicion de réplicas por duplicado que se hizo a
soluciones patrén de 6 pg/L de Hg. Los ensayos se realizaron sobre este punto
especifico de la serie de concentracion en el intervalo de la curva de calibracion y
bajo las mismas condiciones de operaciéon pero en intervalos méas largos de
tiempo para su preparacion y medicion (alos 1, 4, 7, 10, 13, 16 y 19 dias).

Para la determinacién de la reproducibilidad se efectu6 el mismo analisis
estadistico descrito para precision intermedia, en el que mediante ANOVA de un
factor se evalu6 el efecto aditivo de las condiciones de medida.

La reproducibilidad se calculé segun la ecuacion 4.7, siendo s la desviacion
estandar de la reproducibilidad.

4.4.6. Veracidad
La evaluacion practica de la exactitud, también llamada “veracidad”, se expreso

cuantitativamente en términos de sesgo, y se baso en la comparacion de la media
de los resultados de cuantificacion de mercurio a un sedimento de referencia
certificado (MRC) InterCid (de la casa Sigma Aldrich) con un valor teérico de 3,004
* 0,445 mg/kg.

Para calcular el sesgo utilizando el material de referencia InterCid, se calcul6 la
media y desviacion estandar de 6 repeticiones y se compararon los resultados con
el valor certificado como medida de valor absoluto y error relativo [18].
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Igualmente se evaluo la exactitud por recobro tras la adicion a muestras naturales
de sedimento sin contenido neto de analito a las que se les realiz6 adiciones
sucesivas de mercurio. Este estudio consisti6 en analizar el factor de respuesta
producido por la cantidad de mercurio recuperada versus la cantidad afadida,
observando la proporcionalidad lineal producida por el incremento en la
recuperacion de Hg cuando se incrementa la cantidad de Hg adicionada. Para tal
caso, la pendiente obtenida por regresion lineal da el valor de recobro del método.

4.4.7. Incertidumbre
Ya que el objetivo era identificar la cantidad de Hg residual en sedimentos

provenientes de zonas de extraccion ilegal de oro, para tal fin se utilizaron datos
de la verificacion interna del método base de la EPA para cuantificar la medicion
de la incertidumbre. El primer paso en la determinacién de la incertidumbre es la
especificacion del valor de medida, siendo la concentracién de Hg en sedimentos
en base seca. Por lo tanto, el calculo como medida relativa por EAA/VF es de:

[Hg]sln *V
1000 * Mgpq * Foyp

[Hglseqa = Ec. 4.8

Siendo [Hgls.q la concentracion de Hg en sedimento en base seca, [Hglg, la
concentracion de Hg en la solucién extractora, V el volumen de aforo de 100 mL,
m.4 €l peso del sedimentoy %H el porcentaje de humedad del sedimento.

Con lo que se realiza el andlisis de las posibles fuentes de incertidumbre,
permitiendo identificar y posteriormente cuantificar las incertidumbres estandar de
cada fuente para poder hallar, finalmente, la incertidumbre del método.

Para realizar el célculo de la incertidumbre del método debe tenerse en cuenta
que todas las fuentes que provocan incertidumbre en la medicién fueron halladas
como incertidumbres relativas estandar (uo,), que matematicamente se define
como:

u
Uy, =)—( Ec. 4.9

Siendo u la incertidumbre absoluta y X el mensurando.

4.5. Examen de aptitud del método
El objetivo fue observar el alcance del método cuando se aplico el procedimiento
7471B a muestras naturales para evaluar el contenido neto de Hg por el método
de EAA/VF
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4.5.1. Muestras de anélisis
Se llevaron a cabo los ensayos sobre muestras naturales, suministradas por el

equipo de analisis del laboratorio de la CRC para su evaluacién, procedentes de la
parte alta del rio Molino, en la vereda Pueblillo, Municipio de Popayan, Cauca.

4.5.2. Metodologia
La descripcion de las muestras tratadas con digestion es la siguiente:

Tabla 4.4. Descripcién de las muestras tratadas durante la estandarizacién

Muestra  Descripcion

BR Blanco de reactivos (agua desionizada)

Ec Estandares de calibracion de 1 a 12 pug/L

Eb Estandar de concentracion bajo (aproximadamente 3 veces la desviacion estandar
de la repeticion de 4 blancos de reactivos)

Em Estandar de concentracion media (punto medio de la curva)

MB Muestra natural de sedimento sin analito

M1 Muestra natural de sedimento para evaluar efecto matriz (concentracion menor al
50% de la curva)
M2 Muestra natural de sedimento (concentracion mucho mayor que M1)

45.2.1. Preparacion de soluciones de trabajo

Tomar 25 pL de é

Solucién estandar
Aforar a 25 mL

Preparacién del Stock
Preparacion de Estandares de Calibracién

Preparacion de Solucion de verificacion

Preparacion de Soluciones de Adicion

Lectura de Muestras

Figura 4.1. Esquema de trabajo

» Preparacion del stock de 1 ppm
Tal como se ilustra en la Figura 4.1, el stock de 1 ppm se preparé a partir del

titrisol SRM de NIST {Hg(NO3), en HNO3 2 mol/l, 1000 + 2 mg/L de Hg}. Se toman
25 pL del titrisol y se afora la solucion en 25 mL con agua desionizada.
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» Digestion de las muestras
Todas las muestras de trabajo atravesaron por un proceso de digestiébn o

extraccion de Hg, con lo que se buscaba que todas las soluciones estandar y de
verificacion pasen a través de todo el proceso que se le realice a las muestras

reales

Adicionar
0,5 g de
sedimento o el
viol. de Stock de
1ppm necesarno

agua desionizada

Calentar Agregar [ Calentar

en bafio 15 mil de en bario
maria a 95°C Permanganato maria a 95°C
durante 30 min. KMnOg al 5% " durante 2 min.

Dejar A
enfriar gregar i
Cloruro de Realizar
. - ; lavados con
hidroxilamina agua desionizada
hasta decoloracion y aforar a 100mL
\

I Cuidado con la
- emision de vapores

Figura 4.2. Esquema del proceso de extraccién de mercurio

» Preparacion de estandares de calibracion
Con el fin de evaluar la linealidad e intervalo de trabajo, se realizé la preparacion

de 7 estandares de calibracion en el rango de 1 a 12 pg/L. Se tomo el volumen
necesario a partir del stock de 1 mg/L para preparar los estandares, de tal forma
gue después del proceso de digestion, la solucion extractora se aforé en un

volumen de 100 mL agua desionizada.
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Inicio
C 3 Tabla 4.5. Patrones de calibracion

para rango de operacion

Se toma el volumen
necesario a partir del Patrén  Concentracién Volumen
stock de 1 ppm para (Hg/L) ({T])
preparar los estandares
Blanco 0 0

Transferir a
erlenmayer de 125 mL

( Digestion )
(AforaramUmL é

Figura 4.3. Procedimiento para preparacion de estandares de calibracién
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» Preparacién de soluciones de verificacion
Se tomd el volumen necesario a partir del stock de 1 mg/L para preparar las

soluciones, de tal forma que después del proceso de digestién, la solucién
extractora se afor6 en un volumen de 100 mL con agua desionizada.

)
d

Tabla 4.6. Soluciones de verificacion

Patron Concentracion Volumen
(na/L) (uL)

LDM 0,40 40
Se toma el volumen necesario LCM 0,80 80
a partir del stock de 1 ppm Em 6 600

para preparar los estandares

( Digestion )
( Aforar a 100 mL 5

Figura 4.4. Preparacion de soluciones de verificacion

29



SECCION EXPERIMENTAL

» Preparacion de muestras de adicion
Se tomo el volumen necesario a partir del stock de 1 mg/L para adicionar a los

sedimentos, de tal forma que después del proceso de digestion, la solucion
extractora se afor6 en un volumen de 100 mL con agua desionizada.

l Inicio ' Tabla 4.7. Soluciones de adicion

Patron Concentracion Vol
(Pesar 0,5 g de sedimento (Ha/L) olumen

Se toma el volumen

necesario a partir del

stock de 1 ppm para
preparar los estandares

( Digestion )
( Aforar a 100 mL é

Figura 4.5. Preparacion de soluciones de adicion

» Lectura de las muestras

(Ce!da de absorciérD—’

Lampara de
Catodo Hueco

253,7 nm

Celda de

Separador reaccion Muestra
Liquido / Gas 7,5 mL/ min
Bomba HCl 0,5%
I || Peristaltica (0,7mL/ min)
NaBH=2 0,5%
T (1,6 mL/ min)
a R
°Q
Controlador del flujo —‘@ e
g Y ®

Figura 4.6. Lectura de la muestra en equipo de EAA/VF
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5. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A lo largo del documento se ha establecido la importancia de la estandarizacion
como requisito en las practicas de analisis quimico; es el caso del actual ejercicio,
que pretendié buscar, mediante pruebas quimicas y analisis estadistico, que la
determinacidén de mercurio, siguiendo los lineamientos de la guia EPA 7471B son
totalmente confiables, y que los resultados, como hojas de ruta, ayudaran a
identificar puntos de contaminacién por vertimientos de este metal.

A continuacion se muestran los resultados de todo el proceso de estandarizacion y
se analizan los datos que concluyen el examen de aptitud del método.

5.1. Calibracién del material volumétrico de vidrio
De acuerdo a la seccion 4.2.1, la calibracion del material se hizo Unicamente a
matraces de 100 y 25 mL.

» Matraz de 100,0 £ 0,1 mL
Debido a que los matraces utilizados son de vidrio Pyrex u otros vidrios
borosilicatos (Brand), estos se dilatan en un 0,0010% por grado a temperaturas
proximas a la temperatura ambiente [22], por lo que para este trabajo experimental
se considero insignificante esta dilatacion, y no se estudio su contribuciéon a la
incertidumbre del material.

Tabla 5.1. Calibracién de matraz de 100,0 + 0,1 mL

Masa de agua Factor 1,0031" Diferencia valor medido y
(9) (9) corregido
99,5318 99,8303 -0,2985
99,5501 99,8587 -0,3086
99,5746 99,8833 -0,3089
s = 0,0060

El valor de s (desviacion estandar de las mediciones por repetibilidad del pesaje)
se tomd como el valor de la incertidumbre absoluta, que para este matraz fue de
100,000 + 0,006 mL, siendo menor al certificado inicial impreso para cada matraz
(x 0,1 mL); lo que quiere decir que este material facilita la dosificacién con la
formulacion apropiada dentro de los rangos aceptables de propagacion del error.

A continuacion, en la Tabla 5.2, se presentan los valores de las incertidumbres
asociadas a cada matraces de 100 mL que fueron menores al valor de
incertidumbre certificado.

! Volumen de un gramo de agua a 21 °C
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Tabla 5.2. Incertidumbre de los matraces de 100 mL por pruebas de repetibilidad en pesaje

Matraz de s
100 mL (mL)
1 0,006
2 0,006
3 0,012
4 0,009
5 0,067
6 0,081
7 0,005
9 0,075
10 0,012
11 0,008
12 0,027
13 0,006
14 0,007
15 0,019
16 0,009
17 0,060
18 0,053
19 0,079
20 0,080
21 0,050
22 0,008
23 0,010
24 0,025
25 0,048

> Matraz de 25,00 + 0,04 mL

A continuacion, en la Tabla 5.3, se presentan los resultados obtenidos del analisis

de incertidumbre asociada a la repetibilidad en pesaje para el balén de 25 mL

Tabla 5.3. Calibraciéon de matraz de 25,00 + 0,04 mL

Masa de agua Factor 1,0031 Diferencia valor medido y
(9) (9) corregido
24,9604 25,0378 -0,0774
24,9812 25,0586 -0,0774
24,8967 24,9739 -0,0772
s = 0,0001

Por lo tanto, para el caso del matraz, la incertidumbre por repetibilidad en el pesaje
es de 25,0000 = 0,0001, siendo menor al certificado inicial impreso por el

fabricante para cada matraz de 25 mL (+ 0,04 mL).

En la Tabla 5.4 se resume el analisis realizado a los matraces de 25 mL utilizados

en el proceso de estandarizacion.
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Tabla 5.4. Incertidumbre de los matraces de 25 mL por pruebas de repetibilidad en pesaje
Matraz de s
25 mL (mL)
0,0001
0,0160
0,0020
0,0035
0,0110
0,0008
0,0037
0,0075
0,0114

Bo~N~ouasrwnpr

5.2. Calibracion del equipo EAA/VF mediante curvas de calibracion
por patrén externo
Fue util describir el comportamiento quimico de los patrones de calibracién, y
analizar la respuesta experimental de absorbancia frente a la concentracion de
cada solucion con el fin de observar la sensibilidad analitica del método, por lo que
se estudio la variacion de la respuesta del instrumento que corresponde a una
variacion de la magnitud de medida.

Como se ha dicho, este estudio de sensibilidad se realizd en términos de
reproducibilidad a curvas de calibracion medidas en dias discontinuos.

Tabla 5.5. Resultados absorbancias de curvas de calibracion para andlisis de sensibilidad analitica.

Nivel de_ ; Absorbancias
concentracion
pg/L Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
0 -0,001 -0,003 -0,001 0,000 0,000 -0,001 0,000
1 0,008 0,004 0,007 0,008 0,009 0,009 0,009
2 0,017 0,013 0,016 0,017 0,018 0,018 0,018
4 0,038 0,032 0,034 0,036 0,036 0,037 0,037
6 0,060 0,056 0,057 0,054 0,057 0,060 0,059
38 0,083 0,086 0,075 0,074 0,074 0,078 0,076
10 0,109 0,114 0,097 0,093 0,098 0,103 0,101
12 0,123 0,125 0,110 0,108 0,109 0,115 0,113

Se determind la reproducibilidad de las curvas de calibrado calculando la
incertidumbre absoluta en términos de desviacion estandar y desviacion estandar
relativa, cuyos valores de propagacion del error se debieron a la mayor variacion
en las medidas, que en el laboratorio de la CRC son producidos principalmente
por los largos intervalos de tiempo en que se hace cada analisis rutinario.

33



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 5.6. Andlisis de reproducibilidad.

Concentracion Absorbaqcia S Ccv
(ug/L) Promedio (%)
0,008 0,002 23,30

2 0,017 0,002 10,80

4 0,036 0,002 5,76

6 0,058 0,002 3,86

8 0,078 0,005 6,06

10 0,102 0,008 7,11

12 0,115 0,007 5,93

Para un promedio de absorbancias, la recta que mejor describe el comportamiento
lineal del conjunto de puntos experimentales de la Tabla 5.6 fue:

y = 0,0101x — 0,0027 Ec.5.1

Para un r* de 0,997, una incertidumbre de la pendiente Sm de + 0,0002 y una
incertidumbre de la ordenada Sb = 0,0017

Aunque la sensibilidad analitica no es una caracteristica de desempefio muy
importante, en medidas espectrofotométricas determina la capacidad para
discriminar entre pequefias diferencias de concentracién de analito respecto al
factor de respuesta instrumental [18]. Numéricamente, es la pendiente de la curva
la que determina el valor de sensibilidad, y como medio de contraste entre
meétodos con igual precision, se escoge aquel que tenga mayor pendiente porque
es el modelo que mejor describe la susceptibilidad del cambio de absorbancia
frente a cambios en la concentracion de analito.

Méas adelante se podra observar en este documento que esta preparacion de
patrones de calibracién por simple dilucién y sin aplicar el procedimiento para
preparacion de muestras EPA 7471B es un método un poco mas sensible y se
esperaria que mejor represente una variaciéon en el gradiente de la curva de
respuesta, pero es importante tener en cuenta que los resultados de la medida
pueden cambiar segun la preparacién y para matrices diferentes, por lo que en el
resultado de la pendiente también interfieren todas las condiciones de preparacion
y medida. Por esta razén, en el laboratorio se trabajo con las condiciones més
similares posibles para la adecuacion tanto de estandares de calibracion como
para muestras problemas.

5.3. Estandarizacion del método para extraccion y cuantificacion de
mercurio por EAA/VF
Una vez establecida la necesidad de mantener las mismas condiciones de medida
tanto para estandares de calibracion como para cualquier muestra problema de
sedimento, se prosiguié a la estandarizacion del método de medicion de Hg
siguiendo los lineamientos de la guia EPA 7471B.
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5.3.1. Limites criticos
Utilizando los resultados para la estimacion del limite de deteccion (LDM) y
cuantificacion del método (LCM), establecidos como 3 y 10 veces la desviacion
estandar de una muestra blanco corregido y repetida 14 veces en cada caso (ver
seccion 4.4), se determin6 el LDM y el LCM te6ricamente como:

Tabla 5.7. Resultados tedricos para determinacién de LDM y LCM

Repeticion Absorbancia
1 -0,0010
2 -0,0020
3 -0,0010
4 -0,0010
5 -0,0020
6 -0,0020
7 0,0000
8 -0,0010
9 -0,0010
10 -0,0010
11 -0,0010
12 -0,0020
13 -0,0010
14 -0,0010
s + 0,0005

LDM 0,33
LCM 0,80

Con el propésito de verificar empiricamente el resultado del LDM y LCM, se
realizaron mediciones repetidas a las concentraciones estimadas tedricamente
(ver Tabla 5.7), en cada caso, se aproximaron los valores de concentracion como
0,40 y 0,80 pg/L respectivamente.

Tabla 5.8. Resultados de concentracion para la determinacion empirica del LDM y LCM

LDM LCM
Repeticion Absorbancia  cencentracién | . Concentraci6n

(Mg/L) (Mg/L)
1 0,003 0,49 0,006 0,88
2 0,002 0,42 0,006 0,88
3 0,002 0,37 0,008 1,10
4 0,001 0,33 0,006 0,88
5 0,001 0,35 0,006 0,88
6 0,001 0,32 0,006 0,88
7 0,001 0,31 0,005 0,76
8 0,001 0,30 0,006 0,88
9 0,001 0,34 0,006 0,88
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10 0,001 0,36 0,006 0,88
11 0,001 0,34 0,006 0,88
12 0,001 0,34 0,006 0,88
13 0,002 0,36 0,007 1,00
14 0,002 0,38 0,008 0,88
Promedio - 0,37 - 0,88
S - + 0,05 - + 0,05
CV - 13,0% - 5,8%
Error relativo - 7,5% - 10,0%

En resumen, los limites criticos obtenidos de mediciones empiricas se tabulan en
la Tabla 5.9.

Tabla 5.9. Limites criticos para el método de determinaciéon de Hg por EAA/VF implementado en el
laboratorio ambiental de la CRC

LDM LCM

Concentracion (ug/L) 0,40 0,80
s (ug/L) + 0,05 + 0,05

CV (%) 13% 5,8%

En la actualidad se pueden encontrar técnicas de generador de vapor frio para la
determinaciéon de mercurio por espectroscopia de absorcidon atdmica en las que se
pueden obtener limites de deteccion desde concentraciones de los pg/L, para
andlisis de trazas del metal en diferentes matrices y para cualquier especie
quimica de mercurio, pero se debe principalmente al desarrollo de métodos
robustos de extraccion, pre concentracion o especiacion.

En el 2003, Segade y Tyson obtuvieron limites de deteccién de 24 y 3,9 ng/L para
la determinacion de mercurio total y mercurio inorganico respectivamente,
utilizando la técnica EAA/VF con borohidruro de sodio como Unico agente reductor
y mediante extraccion asistida por microondas e hidroxido de tetrametilamonio
como extractante [23], y aunque los valores de limites criticos obtenidos en
solucion extractora para detectar mercurio por EAA/VF aplicando el método EPA
7471B en contraste superen el orden de magnitud, estos no se consideran
deficientes ya que mediante este método se puede cuantificar Hg desde los 0,001
mg/L, que es considerado el valor maximo aceptable en aguas potables segun la
Resolucién 2115 del Ministerio de la Proteccién Social y Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial de la Republica de Colombia [24].

5.3.2. Linealidad e intervalo de trabajo
Se evaluaron 7 niveles de concentracion durante 7 dias continuos. Se prepar6 una
curva de calibracion por dia, la cual se someti6 al método descrito en la
metodologia (ver seccidn 4.5.2). Los resultados se presentan en la Tabla 5.10.
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Tabla 5.10. Resultados absorbancias de curvas de calibracion para andlisis de linealidad

instrumental
Nivel de_ ; Absorbancias
concentracion
ug/L Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
0 0,002 0,003 0,002 0,002 0,000 0,002 0,002
1 0,008 0,008 0,007 0,007 0,007 0,007 0,008
2 0,014 0,015 0,015 0,014 0,014 0,015 0,015
4 0,028 0,029 0,027 0,028 0,028 0,029 0,029
6 0,043 0,044 0,040 0,042 0,046 0,047 0,042
38 0,060 0,062 0,057 0,058 0,065 0,066 0,063
10 0,078 0,078 0,071 0,072 0,082 0,084 0,080
12 0,093 0,097 0,094 0,087 0,104 0,099 0,095

Como primer caso de estudio, se analizé la densidad de probabilidad especial,
conocida como distribucién de probabilidad normal. A estos resultados se les
aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para observar el patrén de
distribuciéon continua y determinar, ademas, si es necesario aplicar pruebas
paramétricas 0 no paramétricas, de acuerdo a la comparaciéon del estadistico y al
valor de significancia (Sig., p) calculado para un nivel de confianza del 95%. Los
resultados se presentan en la Tabla 5.11.

Tabla 5.11. Evaluacién de distribucion normal de los datos.

Nivel de Shapiro-Wilk
Concentracion . .

(ug/L) Estadistico gl Sig.
1 0,933 8 0,545
2 0,935 8 0,563
4 0,939 8 0,598
6 0,942 8 0,635
8 0,901 8 0,296
10 0,928 8 0,501
12 0,932 8 0,531

Se observa que los resultados registrados en la Tabla 5.11 se ajustan a una
distribucion normal (ver Figura 5.1) con un p > 0.05 en todos los niveles de
concentracion del intervalo de trabajo, por lo tanto, como inferencia estadistica, se
acepta la hipétesis nula (Ho) que confirma la suposicién de normalidad en la
distribucion poblacional de los datos de la Tabla 5.10, por lo que se pudo
aplicar pruebas paramétricas de homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene)
y analisis de varianza (ANOVA) para establecer si existen diferencias significativas
en las varianzas de los valores de absorbancia registrados durante los 7 dias
continuos, en términos de linealidad instrumental.
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Media = 038750
Desviacion estandar = 031399
MN=38

Frecuencia

0
000000 020000 040000 060000 080000 100000

Figura 5.1. Histograma de distribucién normal para el dia 4.

A continuacién, para evaluar la presuncion de igualdad de varianzas
(homocedasticidad) se realizib el test de Levene, estableciendo como hipétesis
nula (Hp) que la varianza de los grupos de poblacion son iguales. Como hipotesis
alterna (H;) se tiene que al menos dos varianzas difieren significativamente.

Tabla 5.12. Resultados de test de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

L evene df1 df2 F Sig.
Se basa en la media 1,511 6 42 0,091 0,9969
Se basa en la mediana 0,805 6 42 0,075 0,9982

La Tabla 5.12 da cuenta del supuesto de que las varianzas del grupo poblacional
son iguales, lo que indica que se debe aceptar la hipétesis nula (Ho) que afirma
que las diferencias obtenidas en las variaciones de las muestras se han
producido sobre la base de un muestreo a una poblacién con varianzas
iguales.

La importancia del test de Levene radica en que muchos procedimientos
estadisticos comunes asumen que las varianzas de las poblaciones de las que se
extraen diferentes muestras son iguales, aunque puedan provenir de las mismas
poblaciones con diferentes medias [25]. Entre ellas, las pruebas de comparacion
como la t de student y variantes como el andlisis de varianzas conocida como test
ANOVA, se basan en estos supuestos respecto al conjunto de datos.
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Por lo tanto, verificadas las suposiciones de normalidad en la distribucion de
densidad de probabilidad y la homocedasticidad de varianzas, pudo realizarse el
test de ANOVA para determinar, finalmente, si hubo cambios significativos en las
medias entre los distintos niveles de absorbancia para el intervalo de trabajo
evaluado durante los 7 dias continuos, estableciendo la hipétesis nula (Ho): las
medias de los grupos poblacionales de la Tabla 5.10 no difieren significativamente.
Como hipaétesis alterna (H;) se establece que al menos dos medias de los grupos
poblacionales de la Tabla 5.10 son significativamente diferentes.

Tabla 5.13. ANOVA para absorbancias en funcién de los dias.

Suma de Media .
gl » F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 0,000171464 6 2,85774E-05 0,0240 0,9999
Dentro grupos 0,05824275 49 0,001188628
Total 0,058414214 55

Se observa en la Tabla 5.13 que hay un ANOVA con significancia mayor a 0,05,
por lo cual se concluye que cada uno de los 7 conjuntos homogéneos tiene
medias que no difieren entre si. En otras palabras, se infiere estadisticamente
qgue los datos de las medias de absorbancia no difirieron significativamente
durante dias continuos y se acepta la hipotesis nula.

0,12

0,1 -

0,08

0,06

Absorbancia
o
o
=
1

o

o

N
I

y =0,007907x - 0,000988
R2? =0,997136

) 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion (ug/L)

Figura 5.2. Curva de tendenciay ecuacion de la curva

Como consecuencia de la inferencia de medias iguales por analisis de varianzas
de los grupos poblacionales de la Tabla 5.10 en el que se concluye que no hubo
diferencias significativas en los datos evaluados durante los 7 dias continuos, se
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determino la curva de calibracion como la concentracion de los estandares versus
el promedio de los resultados experimentales de absorbancia, como se muestra
en la Figura 5.2, en el que las barras de error de cada punto de la curva muestra la
dispersion de los datos como muestra de la precision obtenida para todos los
niveles de absorbancia cuando se aplico el procedimiento de preparacion de
muestras de la norma EPA 7471B. .

Tabla 5.14. Pendiente, intercepto y coeficiente de determinacion.

Parametro Simbolo Valor
Coeficiente de Correlacion r 0,99714
Pendiente m 0,00791
Intercepto b -0,00099
Desviacidon Estandar para el intercepto Sy + 0,00017
Desviacion Estandar para la pendiente S + 0,00117

A partir de los datos en la Tabla 5.14, se continu6 con la evaluacién de la
correlacion entre los puntos experimentales, aunque en la Figura 5.2 se observa
que se ajustan a una linea recta. Por lo tanto, para analizar la relacion lineal entre
las variables se utiliz6 la medida estadistica de coeficiente de correlacion de
Pearson para determinar la fuerza y direccién lineal. En tal caso:

Tabla 5.15. Correlacion de Pearson.

Correlaciones Nivel de_ . Absorbancia
concentracion

Correlacion de Pearson 1 0,999**
Concentracion  Sig. (bilateral) 0,000

N 8 8

Correlacion de Pearson 0,999** 1
Absorbancia Sig. (bilateral) 0,000

N 8 8

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Para la evaluacion de la significancia estadistica de la correlacion, se establecio
como hipotesis nula (Ho) que la correlacion de Pearson no es diferente de cero,
mientras que la hip6tesis alterna (H;) establecié que la correlacion de Pearson es
diferente de cero. Al obtener un p valor menor que el nivel de significancia de 0,01,
se concluye que el coeficiente es diferente de cero y se rechaza la hipotesis
nula, de manifiesto como, de cierta forma, la variable X es importante para
predecir los valores de Y usando la regresion lineal.

La Tabla 5.15 describe, ademas, la ecuacion de la recta como medida de
proporcionalidad entre la absorbancia versus la concentracion de analito. La
correlacion de Pearson se calcul6 como 0,999 para un limite de confianza del
99%. EI signo positivo del coeficiente indica la direccion de la relacion, en la que
se obtiene una medida de proporcionalidad donde incrementa el nivel de
absorbancia con un incremento en la concentracion de Hg. Ademas, el coeficiente
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de correlacion de Pearson, al acercarse fuertemente al valor absoluto, da cuenta
de una relacién positiva grande.

5.3.3. Precisién intermediay reproducibilidad
El analisis de precision intermedia se realizO a los puntos experimentales

obtenidos en la Tabla 5.16, y el disefio de todos los ensayos tuvo en cuenta todas
las variaciones en las condiciones operativas que se pueden esperar durante el
uso rutinario en la determinacion de Hg.

Tabla 5.16. Resultados de repetibilidad y precision intermedia

Nivel de Absorbancias
concentracion
ug/L Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
0,043 0,043 0,040 0,042 0,046 0,053 0,044
6 0,043 0,044 0,042 0,042 0,040 0,047 0,042

En este disefio, el analisis de varianza (ANOVA) fue una forma eficiente de
obtener estimaciones de repetibilidad y precision intermedia. Con el fin de tener en
cuenta una estimacion fiable, los datos obtenidos se combinaron en varias
pequefias series de mediciones repetidas que agrupados pudieron dar resultados
con suficientes grados de libertad. Especificamente, el andlisis de varianzas
(ANOVA) dentro de los sujetos para muestras correlacionadas es un disefio de
estudio estadistico mas preciso porgue investiga los cambios en las puntuaciones
medias para los siete grupos en el tiempo de las muestras que se midieron por
duplicado en condiciones de precision intermedia para la misma variable
dependiente, es decir, la absorbancia de las soluciones a 6 pg/L de Hg medidas
en dias consecutivos, con duplicados por dia.

Tabla 5.17. ANOVA para determinacion de precision intermedia.

Suma de Media ]
gl " F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 0,0001027 6 1,7119E-05 2,959 0,091
Dentro grupos 0,0000405 7 5,7857E-06
Total 0,0001432 13

El p valor de la taba 17 permite extraer conclusiones sobre sobre la variacion entre
los resultados obtenidos en dias diferentes y se logro deducir que no hay
significancia superior a la variacion de los resultados obtenidos en condiciones de
repetibilidad.

Sustituyendo los valores de la tabla 5.17 en las ecuaciones 4.5, 4.6 y 4.7 se
obtuvo la estimacion del de la precision intermedia:

41



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

s, = 0,002
s, = 0,002
s;=17, 75 %

Aplicando los criterios de interpretacion de resultados de precision intermedia,
siendo s; < 10%, el sistema de medicidon se considera aceptable, con lo que se
concluye que no se encontraron diferencias en las muestras analizadas por
duplicado en condiciones de precision intermedia a través de un namero de
diferentes grupos de medida, con una variacion maxima por preparacion y
medicion en dias consecutivos.

Igualmente, se evalué la reproducibilidad del método para el andlisis de las
mismas soluciones de 6 pg/L de Hg cuyas preparaciones y mediciones se
realizaron en dias no consecutivos, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 5.18. Resultados de repetibilidad y reproducibilidad

Nivel de Absorbancias
concentracion
ug/L Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dial0  Dia13 Dia 16 Dia 19
0,069 0,070 0,081 0,083 0,069 0,045 0,057
6 0,073 0,072 0,084 0,080 0,065 0,040 0,050

El andlisis de reproducibilidad se realiz6 mediante un ANOVA de un factor

Tabla 5.19. ANOVA de un factor para analisis de reproducibilidad.

Suma de Media )
gl " F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 0,002530 6 4,2167 E-04 46,119 2,808E-05
Dentro grupos 0,000064 7 9,1429E-06
Total 0,002594 13

Como se muestra en datos de la Tabla 5.19, se acepta la hipoétesis alterna, en el
gue se concluye que las puntuaciones medias para la absorbancia de los
patrones de 6 pug/L fueron estadisticamente significativas cuando se
midieron en términos de reproducibilidad por mediciones en dias no
consecutivos.

La determinacion de la desviacion estandar de la reproducibilidad, como se indico
en las ecuaciones 4.5, 4.6 y 4.7 se hall6 como:

s, = 0,003

s; = 0,014
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sg=21,91%

Segun los criterios de aceptacion, siendo 10% < sz < 30%, el sistema de medicidon
de mercurio en sedimentos aplicando el método de extraccion EPA 7471B, puede
ser aceptable segun su uso, aplicacion, costos de instrumentos de medicién o
costos de reparacion.

Por ultimo, se puede estimar que el anterior ejercicio para la determinacion de la
precision global del método siguiendo los lineamientos de extraccion de la norma
EPA 7471B para la determinaciéon de mercurio en sedimentos y realizado en
condiciones de repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad, con
variaciones en el tiempo, permitié observar cuan cerca estan los resultados de la
medida entre si, por lo que se espera que la propagacién de los resultados para
futuros ensayos no sea significativamente diferente.

5.3.4. Veracidad
El examen de aptitud del método incluye el analisis de exactitud por determinacion

del sesgo en el sedimento de referencia certificado (MRC) y un estudio de recobro
realizado a matrices naturales que no contenian analito.

Los resultados del sesgo se realizaron para el material de referencia certificado
(MRC) InterCid (de la casa Sigma Aldrich) de 3,004 + 0,445 mg/L de Hg en
sedimento. En tal caso, se pes6 en promedio 0,5033 g de la muestra y se calculo
el sesgo como medida de valor absoluto y error relativo.

Tabla 5.20. Resultados de veracidad medida como error relativo y sesgo

Absorbancias [mg/L] s CcVv %Error Sesgo
Dia 1 Dia 2 Dia 3 promedio (mg/L) (%) relativo (mgl/L)
0,012 0,013 0,010
3,05 0,11 3,5 1,44 0,04
0,010 0,011 0,011

El método analitico para la determinacibn de mercurio en sedimentos por
espectroscopia de absorcion atdmica por la técnica de vapor frio, se considero
razonablemente exacto debido a que los resultados de veracidad se encuentran
dentro del 10% para la cantidad real de mercurio en la matriz, con un error relativo
menor al 2%.

Comparando los resultados obtenidos, el método propuesto por Segade y Tyson
mediante extraccién de Hg por microondas arrojé un error inferior al 5% en la
extraccion de mercurio total [23], por lo que la extraccion acida propuesta para el
meétodo candidato EPA 7471B y en la que se tratd de investigar la exactitud de los
resultados de la Tabla 5.20 obtenidos experimentalmente analizando los efectos
en los errores sistematicos y aleatorios sobre los resultados individuales se
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considera que cumplen el requisito analitico debido a la proximidad al valor de
referencia.

Hasta ahora, todos los pasos de la seccion experimental y su respectivo analisis
de datos describen un “método empirico”. Si se utiliza este método dentro de su
Gnico campo de accion definido, es de esperar que el sesgo del método se defina
como cero [18]. Por lo tanto, la estimacion del sesgo obtenido para el grupo de
datos tabulado en la Tabla 5.20 se relaciona directamente con el desempefio en el
Laboratorio Ambiental de la CRC y no con el inherente al método. Aun asi, de
forma aislada, en el Laboratorio Ambiental se pudo calcular el sesgo combinado a
partir de fuentes aleatorias y dependientes, y para una exactitud aproximada de
98,5% puede concluirse que el conjunto de datos se aproxima fuertemente al valor
verdadero.

Por otro lado, para evaluar el recobro global del método, analizando la
pendiente de la curva que relaciona la cantidad de mercurio recuperada versus la
cantidad adicionada a varias muestras de sedimentos, se obtuvieron los siguientes
resultados

Tabla 5.21. Andlisis de recobro por extraccion de Hg en matriz sedimento.

- g pg recuperados de Hg Promedio
adicionados

de Hg 1 2 3 4 5 6 (h9)
0,00 0,04 0,06 0,06 0,05 0,05 0,04 0,05
0,10 0,15 0,19 0,24 0,14 0,15 0,14 0,17
0,20 0,23 0,32 0,30 0,22 0,24 0,21 0,25
0,40 0,47 0,46 0,46 0,36 0,35 0,34 0,41
0,60 0,67 0,65 0,65 0,58 0,61 0,57 0,62
0,80 0,81 0,78 0,84 0,73 0,72 0,70 0,76
1,00 1,00 0,96 0,99 0,95 1,07 0,92 0,97
1,20 1,20 1,23 1,25 1,17 1,20 1,19 1,21

Al evaluar el recobro en la matriz natural sin contenido neto de mercurio se estudio
la exactitud del método mediante el andlisis de recuperacién del metal tras haber
realizado adiciones sucesivas que cubrieron los puntos dentro del rango dinamico.

En la Figura 5.3 se observa, primero, la proporcionalidad lineal entre la cantidad
adicionada de Hg y el factor de respuesta, es decir, la cantidad recuperada de
analito para un coeficiente de determinacion de 0,997, lo que indica una relacién x
y y positiva fuerte. Igualmente, y como ya se menciono en la seccion experimental,
la pendiente es quien da el valor de recobro del método, obteniendo un
porcentaje de recuperacion del 93,1%
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14 -

1,2

Mg Recuperados

y =0,9308x + 0,0562

2 =
0.2 r2=0,997

O T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

1g Adicionados

Figura 5.3. Analisis de recobro para adicion de Hg a muestras naturales sin analito

5.3.5. Incertidumbre

En el caso de la muestra de sedimento InterCid que empiricamente arrojé un
resultado de 3,05 mg/L al aplicar el procedimiento de preparacién de muestras de
la guia EPA 7471B, se considera que hubo una extraccion acida completa del
metal, es posible tener en cuenta que el factor de disolucién acida no afecté en la
determinacién de la incertidumbre, siendo especialmente valido para el caso de
extraccion de Hg en sedimentos. En este caso en particular, se consideran las
principales fuentes de incertidumbre debido a:

a) La preparacion de los estandares usados en la calibracion del equipo
b) Lectura del Hg a partir de la curva de calibraciéon

El calculo de las principales variables de incertidumbre se centra principalmente
en las debidas a la medicion de Hg en si misma.

El primer paso en la medicion de incertidumbre del método, fue definir el
mensurando, o valor de medida, que se establece, segun la ecuacién 4.5 como

CoxVx*d

) Ec. 4.5
1000 * mypq  %H

[Hg]sed =

Ya que la EAA es una medida relativa, la concentracion de Hg en la solucion
extractora se calcul6 por medio de una curva de calibracidn cuya recta se ajusta
por minimos cuadrados, y la concentracion se halla como:
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_abs—b

0=

Ec.5.2

m

Siendo abs el valor de absorbancia, b el intercepto de la recta y m su pendiente.
También se debe tener en cuenta el factor de correccion por humedad, Fy,y, que
se define como

%H
=1 — Ec.5.3
Foon =1 =750
Por lo tanto, la ecuacién 4.5 se reescribe como:
(Hg] (abs—b)( V*d > 1 Ec. 5.4
Ylsea m J\1000 * mypy)  Fypy

Como la incertidumbre combinada es la raiz de la suma cuadratica de las
incertidumbres estandar individuales, segun se muestra en la ecuacién 1.18, la
incertidumbre relativa global en la determinacién de Hg por EAA/VF se calculd
como:

u
[Hg]sed

=\/ugo+u‘2,+u,2n+u§+u,2, Ec.5.5

Finalmente, la incertidumbre expandida, para un factor de cobertura del 95%, se
determina segun la ecuacion 1.19. Como ayuda en el célculo de la incertidumbre,
se utilizaron los datos obtenidos en la medicion del sesgo del método a partir del
MRC InterCid, del que se obtuvo un error relativo cercano al 1,5%.

Incertidumbre de la medicidn

» Curva de calibracion
Debido a que una de las mayores fuentes de incertidumbre consideradas es la
curva de calibracion, para este caso se evalu6 este efecto que ese obtuvo a partir
de las soluciones estandar de 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 pgL™, cuya recta, obtenida por
ajuste de minimos cuadrados presenta valores de pendiente m = 0,008 y
ordenada en el origen b = 0,0006 con coeficiente de regresién r* = 0,9962.

a) Incertidumbre debida al ajuste por minimos cuadrados
Se calculd segun la siguiente expresion:

— ()2
zi 1+1+—(CO C) Ec. 5.6
m.p n Syx

Ug juste

Siendo m la pendiente, p el nimero de veces que se realizdé la medicion, n la
cantidad de mediciones realizadas a la curva de calibracion, Cy la concentracion
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de Hg en la solucién extractora, C promedio de concentracion de los patrones de
la curva. Las variables S y Sy« son las desviaciones estandar de los residuales y
debidas a las curvas de calibracion respectivamente, y se calculan como:

2
. J el = (b + mG) Ee. 5.7
n—2

Donde A, la absorbancia en cada punto de la curva, b la ordenada en el origen, m
la pendiente y C; las concentraciones de cada patron.

n
Spx = z(cj ~¢) Ec.5.8
j=1
Para poder hallar la incertidumbre de la medicion, se trabajé con los datos
obtenidos para la determinacién de exactitud del método con el MRC InterCid cuyo
valor experimental fue de 3,05 ppm de Hg en materia seca cuyo porcentaje de
humedad fue del 1,5%. A continuacion se presentan los valores promedio de las
tres curvas de calibracion asociada a dicha medicion

Tabla 5.22. Promedio de las curvas de calibracién usada en la determinacion de exactitud para el

MRC
Patron Absorbancia

0 0,000
1 0,006
2 0,014
4 0,030
6 0,046
8 0,065
10 0,081
12 0,104
m 0,0085
b 0,0022
r? 0,9968

Por lo que sustituyendo en las ecuaciones 5.5, 5.6, 5.7, se obtuvieron los
siguientes valores:

S,x = 133,87
§=0,00371
Ugjuste = 0,1214 ug/L
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b) Incertidumbre debida al titrisol de Hg de 1000 mg/L
Para esta variable se tuvo en cuenta que el titrisol cuenta con una incertidumbre
de 1000 + 2 mg/L. Por lo tanto, sustituyendo valores en la ecuaciéon 1.16, para una
distribucion rectangular, se tiene que

2mg/L
Uegt = T

c) Preparacion del stock de 1 mg/L de Hg
Para esta variable se debieron tener en cuenta tres factores, el debido a la dilucién
del titrisol de 1000 mg/L de Hg para preparar la solucibn madre de 25 mL con
concentracion de 1 mg/L de Hg con la cual se realiz6 una segunda dilucion para la
preparacién de los patrones de calibracién aforados todos a 100 mL.

=1,15mg/L

En la preparacién del stock de 1 mg/L de Hg se tomaron 25 uL del titrisol de 1000
mg/L de Hg y se llevaron a 25 mL con agua desionizada, por lo que el factor de
dilucién fue de 1000. Entonces, para este caso, la incertidumbre viene dada por la
medicion de dos volumenes: la alicuota de 25 pL y el matraz de 25 mL. Teniendo
en cuenta que las medidas de volumen se ven afectadas por la repetibilidad, la
calibracion y la temperatura durante la toma; para el caso del matraz se tiene:

Volumen de matraz de 25 mL

Temperatura: ya que el aforo se realiz6 a una temperatura diferente al de la
calibracion inicial del material volumétrico. Para un rango de 21 + 2° C, el rango de
temperatura lleva a una incertidumbre en el volumen determinado, debido,
principalmente, a la expansion del agua que es considerablemente mayor en
comparacion con la del recipiente. La incertidumbre estandar para el volumen de
100 mL, asumiendo una distribucion rectangular de la temperatura, segun la
ecuacion 1.16, fue:

2,1%107*°C~1 % 25mL *2°C
Utemp = \/§ = 0,0058 mL

Repetibilidad: se calibr6 el volumen del matraz segun el procedimiento de
calibracion del material por llenado y pesaje obteniendo una desviacion estandar
de + 0,016 mL, calculada por la realizacién de 3 experimentos, por lo tanto:

0,016 mL
urep — T
Calibracion: el fabricante menciona un volumen de matraz de 25,00 + 0,04 mL,

medido a una temperatura de 20° C. Suponiendo una distribucion triangular, la
incertidumbre estandar, segun a ecuacion 1.17, fue:

= 0,0092 mL
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0,04 mL
u ——
cal \/8
Por lo tanto, la incertidumbre estandar debido al volumen de aforo del balén de 25

mL, segun la ecuacion 1.18 que describe mateméticamente la ley de propagacién
de la incertidumbre, fue:

= 0,0163 mL

5 = /(0,0058)2 + (0,0092)2 + (0,0163)2 = 0,0196 mL

Incertidumbre debida a la pipeta (25 — 250) pL
Ya que la empresa CRC contd con la prestacion calibracion del material por un
agente externo, se toma la incertidumbre propuesta en el certificado que es de:

0,62 ulL
Uz50 = T

Por lo tanto, la incertidumbre combinada y debida a la dilucion realizada para
preparar el stock de 1 mg/L a partir del estdndar de 1000 mg/L de Hg, se tiene

que:
_ Ups 2 ( Upip >2 _
udl_j(ZSmL) +(35,7) = 0.0102

d) Preparacion de los estandares
Tomando como ejemplo la preparacion de 100 mL de patrén de 1 pug/L de Hg a
partir del sctock de 1 mg/L. Se tuvo en cuenta nuevamente el volumen de aforo de
100 mL del matraz y la alicuota tomada a partir de la solucion madre. Como
ejemplo, el factor de dilucién para el patrén de 1 mg/L de Hg es de 1000, por lo
tanto

=0,2531 uL

Volumen de matraz de 100 mL
Temperatura:

2,1%107*°C~1 %100 mL * 2°C
Utemp = \/§ = 0,0242 mL

Repetibilidad: se calibr6 el volumen del matraz segun el procedimiento de
calibracion del material por llenado y pesaje obteniendo una desviacién estandar
de £ 0,081 mL, calculada por la realizacién de 3 experimentos, por lo tanto:

0,081 mL
Urep = — = = 0,0468 mL

Calibracion: el fabricante menciona un volumen de matraz de 100,0 + 0,1 mL,
medido a una temperatura de 20° C. Suponiendo una distribucion triangular, la
incertidumbre estandar fue:
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0,1 mL
Ucql T

Por lo tanto, la incertidumbre estandar debido al volumen de aforo del balon de
100 mL, segun ley de propagacion de la incertidumbre, fue:

= 0,0408 mL

U100 = v/ (0,0468)2 + (0,0408)2 + (0,0242)2 = 0,0666 mL

Pipetas de (25 — 250) pL y de (0,5 — 5) mL
Segun certificados de calibracion y la ecuacion 4.16, los equipos mantuvieron una
incertidumbre de:

0,014 mL
M=

Por lo tanto, la incertidumbre debida al factor de dilucién en la preparacion del
estandar de calibracion fue:

Uioo \2 ( U350 >2
= =0,0026
Uaz j(mo mL) 700 4z

Asi, la incertidumbre combinada, por ley de la propagacion de la incertidumbre se
debio a la incertidumbre del Titrisol de Hg, al factor de dilucion en la preparacion
del stock de 1 mg/L, y al factor de dilucién en la preparacion del patron de 1 ug/L
de Hg. Por lo tanto:

=0,0057 mL

Upst\ 2
U1ippp = j(ﬁ) + (ug1)? + (ug2)? = 0,0106

Una vez hecho el ensayo para la preparaciéon de cada patrén de la curva de
calibracién, se lleg6 a la conclusién que la incertidumbre combinada debido a la
preparacion cambia en muy poca medida. Por lo tanto, la incertidumbre total
producto a los errores sistematicos y aleatorios durante la corrida de la curva de
calibracion fue:

Ugj 2
u(Co) = J( L) 18U 5, = 0,1016
0

» Volumen de matraz de 100 mL de muestra
Utilizando un matraz de 100 mL que fue donde culmind la preparacion de la
muestra después del proceso de extraccidn propuesto en la seccidén experimental.
Este matraz tuvo la misma secuencia del apartado anterior:
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0,0666 mL

- —0,0007
%100 = 300 mL

» Peso
La incertidumbre debido al ejercicio de pesaje de muestra y generado por la
balanza, que segun el certificado de calibracion es de + 0,085 mg, se expresa
como incertidumbre estandar, segun una distribucion triangular, como:

Ya que el proceso de pesaje es una medida por diferencia entre la tara del
recipiente y el peso bruto del sedimento, esto significa que cada uno de los
pesajes estuvo sujeto a incertidumbre de la calibracion de la balanza. Por lo tanto,
la incertidumbre relativa total por la medida de 0,5033 g en masa del sedimento
fue:

o = z(m)z = 0,0002
m 503,3 mg ’

» Factor de dilucién:
Es el proceso de dilucion realizado a la muestra para que el valor de absorbancia
entrara en la curva de calibracion. Para este ejercicio, la dilucion fue de 2 mL de
muestra aforado en un matraz de 25 mL, por lo tanto, la incertidumbre debida al
factor de dilucion (d) es de:

“d:j(zgjjm) +(%) =0,0534

» Factor por correccion de humedad:
Ya que el porcentaje de humedad se calculé debidamente como diferencia de
pesaje entre la masa humeda, la masa seca y la masa del recipiente, que se
multiplica por 2 a causa de la incertidumbre producida por la tara. Asi, la
incertidumbre por factor de correccion de humedad se hall6 como:

Upalanza 2 Upalanza z Upalanza z
up = |2 (—) +t\l—) |+ \——
F \/ I Recipiente (Humeda) l ( Seca )

Por lo tanto:
(497 1075 2 149+10-5g\2] (4,9« 10-5g\2 2 299 105
= _— + - _l_ -~ — , -
Ur 41913 g 5,0057 g 91317 g *
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Teniendo las incertidumbres relativas estandar provenientes de todas las variables
posibles de andlisis, fue posible calcular la incertidumbre combinada de todo el
proceso de andlisis y medicion de mercurio en el MCR, que segun la ecuacion 5.4,
fue:

=/(0,1016)2 + (0,0007)2 + (0,0002)2+(0,0534)2 + (2,222 * 10~5)2
=0,115

u
[H.g]sed

Por lo tanto, la incertidumbre combinada absoluta fue:
u=0,115+«[Hgl;.q = 0,350 mg/Kg

Para un factor de cobertura K = 2 para un nivel de confianza del 95%, la
incertidumbre expandida, segun la ecuacion 4.6, fue de:

U=0,350mg/Kg+2=0,700mg/Kg

Por lo tanto, y finalmente, para la determinacion de Hg en la muestra de referencia
certificada fue de

U=3,05+ 0,70mg/Kg

En la Ecuacion 5.35 se logra observar que el intervalo de confianza en la
cuantificacion de Hg en el MRC esta entre valores de 2,35y 3,37 mg/Kg.

Humedad

Dilucién

Peso

Volumen

Y ————

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Figura 5.4. Histograma de las incertidumbres estandar y su mayor o menor contribucién ala
determinacién de la incertidumbre de la medicién de Hg por el método de EAA/VF
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A partir de la informacién reportada también fue posible evidenciar que la
incertidumbre de la medicion experimental de Hg llevada a cabo en las
instalaciones del Laboratorio Ambiental de la CRC fue mayor a la reportada por el
fabricante (Ver Anexos Tabla 7.1). Muchos son los factores que pueden hacer que
una medicion tenga incertidumbre, y los defectos en la medicion, que incluyen
toda la preparacion de las muestras, pueden hacer que las contribuciones de
algunos sean mayores que otros.

Se ha mencionado la importancia de las fuentes de incertidumbres individuales en
el calculo de la incertidumbre global de una medicién, y aunque en el certificado
expedido por el fabricante del MRC utilizado no se especifica qué técnica o cuél
método se utilizé en la cuantificacion de mercurio en la matriz sélida, ni cuales
fueron los factores de incertidumbre individuales que contribuyeron en el reporte
final, es de esperarse que hayan usado una técnica de cuantificacion de mercurio
mas sensible y exacta. Para los propdsitos de estandarizacion del método que se
implemento en el Laboratorio Ambiental para la determinacion de Hg por la técnica
EAA/VF, se logré cuantificar todas las fuentes de incertidumbre que intervinieron
en la medicion, y el mayor o menor efecto en la contribucion a la incertidumbre de
la medicion se logra observar en la Figura 5.4, donde se puede distinguir que el
mayor efecto fue el generado por la lectura de Hg en la solucidén extractora, si bien
es la suma de todas las incertidumbres individuales de los equipos y materiales
utilizados en la preparacioén y medicion de las muestras.

5.4. Examen de aptitud del método
Los ensayos de aptitud del método se realizaron para observar su alcance cuando
se aplica el protocolo descrito en la guia EPA 7471B para preparacion de
muestras (ver Figura 4.2) de sedimentos (Figura 4.5) para la determinacion de
mercurio por EAA/VF usando borohidruro de sodio como Unico agente reductor.

Debido a que las muestras naturales suministradas al laboratorio para analisis de
Hg en sedimentos no contenian analito, se procedié a culminar el examen de
aptitud afiadiendo cantidades conocidas de mercurio en la matriz natural y
analizando el recobro en el lote. A continuaciébn se muestran los resultados
obtenidos:

Tabla 5.23. Resultados de recuperacion obtenidos en una matriz natural de sedimento

Repeticion Sedimento M1 M2
(H9/Kg) (Mg/Kg) (Mg/Kg)
1 0,46 3,98 9,67
2 0,37 3,85 9,46
3 0,37 3,58 9,76
4 0,37 4,62 9,85
5 0,46 4,26 10,2
6 0,37 4,34 9,70
7 0,37 4,42 9,58
8 - 4,22 9,72
9 - 4,30 9,91
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10 - 4,20 10,8

11 - 4,39 10,6

12 - 4,42 10,6

13 - 4,19 10,3
Media (ug/L) 0,39 4,20 10,01
s (ug/L) + 0,04 + 0,27 + 0,45
CVv 11,0% 6,5% 4,5%
%Rec - 95,0% 99,0%

De la Tabla 5.23 es posible observar como, tras la extraccion acida, se obtuvieron
errores inferiores el 5% en la recuperacion del metal, y como a valores alejados de
los limites criticos los resultados se vuelven cada vez mas veraces y precisos.

Cabe resaltar, igualmente, la cercania del valor de concentracién del sedimento
con el valor critico de deteccion calculado anteriormente. En este caso, tras el
estudio de muestras de sedimento naturales, es preferible comparar el valor de
cuantificacion con el limite de deteccion del método obtenido tras analisis de
recobro con una matriz blanco y hallado en la seccién de anexos, con el fin de no
incurrir en un error tipo |, presumiendo la existencia de analito cuando en realidad
no la hay.

Por ultimo, la Tabla 5.24 muestra el resumen de la determinacion de los
pardmetros de estandarizacion del método para determinar Hg por EAA/VF
siguiendo los lineamientos de la norma EPA 7471B para preparacion de muestras
y que se implemento en el laboratorio de la CRC para cuantificacion del metal en
sedimentos, en el que se concluye su aptitud para el fin previsto.

Tabla 5.24. Resumen de parametros de estandarizacion del método para cuantificar Hg por

EAA/VE
Parametro Valor
LCM 0,80 pg/L
Precisién p>0,05
Exactltu_d 1,4%
(error relativo)
Recobro global del 93,1%

método
Incertidumbre de la

medicién de Hg en MRC 3,05+ 0,70 mg/Kg
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo es posible concluir
que:

» La implementacion y posterior estandarizacion del método para la
determinacion de mercurio en sedimentos por la técnica EAA/VF siguiendo
el protocolo de preparacion de la guia EPA 7471B permiti6 generar un
protocolo que tiene la rigurosidad estadistica para su ejecucién en el
laboratorio ambiental de la Corporacion Autonoma Regional del Cauca
CRC.

» A partir del analisis quimico y estadistico se concluyé que el método es
adecuado para la evaluacion de trazas de mercurio en matrices solidas,
siendo preciso y veraz para la cuantificacion desde concentraciones de 0,8
pg/L de Hg en solucién extractora, cubriendo un rango dinamico hasta 12
Mg/L de Hg.

» Los estudios de recobro global del método realizados sobre muestras
naturales por adiciones sucesivas arrojaron porcentajes de recuperacion
superiores al 90%, lo que permitié reportar los datos con un alto nivel de
confiabilidad, debido ademas a que se pudo identificar y cuantificar las
fuentes de incertidumbre que repercuten en la propagacion de los
resultados.

» El método estandarizado en el Laboratorio Ambiental de la Corporacion
Autonoma Regional de Cuaca (CRC) es lo suficientemente robusto para
realizar estudios ambientales en zonas vulnerables a contaminacion por
vertimientos industriales ilegales, y como soporte técnico, ayudara a la
corporacion en la elaboracion de planes de saneamiento y manejo de
vertimientos en el departamento de Cauca.

Recomendaciones: Por ultimo se recomienda a la corporaciéon CRC elaborar un
procedimiento para la toma de muestras de sedimentos que obedezca a un
modelo estadistico que garantice la representatividad que debe tener para el
estudio de Hg en muestras naturales, ya que las diferencias entre la variedad de
materiales y de condiciones puede resultar en analisis fuertemente sesgados.
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Tabla 7.1. Contenido neto en el sedimento referencia certificado [27]

ACC R E D IA x Results of InterCinD 2017SE QA/QC study
L'ENTE ITALIANO D ACCREDITAMENTO -’

PTP N° 0007

AL

Signatory of EA MLA for the accreditation schemes
QMS, EMS, PRD, PRS, INSP, GHG, TL and CL 1 -

of IA‘F MLA’ for t;m acéled |tart|Dn src:hemas ' Onol CO In fer(:-sz
QMs, EMS, ISMS, FSMS and PRD

and of ILAC MRA for the accreditation schemes TL, ML, CL and INSP

Treated data - SEDIMENT Summary statistics
HD ] E Valid data Labs | Average median 5 u

PCDDVE {values in po/a)
Ag i ] D 8 4 0.349 0.351 0.029 0.020
Al i 1 1 12 i 15350.912 13197 413 BE00.151 3510997
As i ] 1 12 i 14.40 14.581 1.915 0.782
cd 1] 1 2 14 7 3514 3538 0.227 0.085
Cr 1] 1 18 L 7888 M 410 B.387 2.796
Cu 0 0 2 18 11 B9.691 70.290 2815 0.845
Hg 0 0 2 20 10 3.004 2702 1.407 0.445
Mn 0 1 1 22 11 314.563 319.500 35.978 10.845
M 0 1 23 11 21.296 23.000 5.169 1.559
Pl 0 0 1 19 10 4.007 54100 4. 185 1.324
Sh 0 0 0 6 3 0.629 0.635 0414 0.235
Se 0 0 0 14 T 6.433 1.871 7.979 3018
an 0 0 1 10 5 3.564 3405 1.737 0777
Zn 0 0 1 24 12 401.4581 423 277 90.162 26.028
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» Calculo del limite de deteccién utilizando matriz sedimento blanco

Del andlisis de recobro, donde se us6 una matriz sedimento blanco y se determiné
la concentracién de mercurio tras adiciones sucesivas, se pudo calcular el limite
deteccion mediante la formula [17]:

35b

LDM = — Ec. 7.1
m

Siendo s, la desviacion estandar de los blancos y m la pendiente de la curva. Los
resultados de absorbancia del estudio de recobro se compilan en la tabla 7.2

Tabla 7.2. Resultados absorbancias de curvas de calibracion para analisis de recobro

Nivel de_ ; Absorbancias
concentracion

pg/L Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
0,004 0,002 0,002 0,005 0,005 0,004

1 0,013 0,010 0,013 0,012 0,013 0,012

2 0,020 0,018 0,017 0,019 0,021 0,018

4 0,040 0,027 0,027 0,031 0,030 0,029

6 0,057 0,039 0,039 0,049 0,052 0,048

8 0,068 0,047 0,051 0,062 0,061 0,059

10 0,085 0,058 0,060 0,080 0,085 0,078
12 0,105 0,073 0,075 0,099 0,101 0,100

De la tabla 7.2 se obtuvo la recta de regresion ponderada para la determinacion de

este Unico analito:

0,1 -
0,08 -
5
< 0,06 -
2
3004
< y = 0,0072x + 0,0037
0,02 Rz = 0,9968
0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Mg/Kg

Figura 7.1. Recta de regresion ponderada para analisis de LDM con matriz blanco

Sustituyendo a partir de la ecuacién 7.1 se obtuvo un limite de deteccion de:

LDM = 0,57 ug/Kg ~ 0,60 ug/Kg
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Certificado No. CLV 49818

A =
Compnhies Mecions! de Meioiogta

CERTIFICADO DE CALIBRACION

CALIBRATION CERTIFICATE
FEV 03, Rewsdn 15, 20180330
SOLICITANTE _ CRC - CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL CAUCA
Customer :
DIRECCION , CARRERA 7 No. 1N -28
Address
CIUDAD . POPAYAN - CAUCA
City :
INSTRUMENTO O PIPETA TIPO PISTON
instrument :
FABRICANTE . BRAND
Manufacturer >
CAPACIDAD . 250 pb
Capacity
RANGO DE MEDICION . Al L
Measurment Range
NUMERO DE SERIE / 12X317
Serial Number :
CODIGO INTERNO ~ NOPORTA
Internal Code \
ORDEN DE TRABAJO . R1026
Work Order ’
FECHA DE RECEPCION . 2018-05-15
Date of Arrive :
FECHA DE CALIBRACION . 2018-05-24
Date of Repor '
FECHA DE EMISION . 2018.05-24
Date of inssuance Q\‘ m _b% \
. B ?'.-'-i_f.' ~
JHON STEVEN OCAMPO Botaiet®™
Especialista en Instrumentacién Industrial Sello
Director Técnico Centificado emtido bajo la norma ISOIEC 17025; 2005
Reviado y Aprobado por
& “"llul.'/"‘ Q —

‘
AR

ACREDITAPO

o ACCAEDITED g : t M
TN m— oRame ISOEC 1705 2005

s \)
/'"u | u\"\ PR T Cowgails Mool o Mskcoga

i

"hool

L.a medida su mejor aftado
Carrara 68C No. S8A - 20, Bogota Calombia.
PRX: 7450498, Web vavw.conamet com co, email: metrofogiagPconamel.com
Fagina 1 de 3
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COMPARNIA NACIONAL DE METROLOGIA
LABORATORIO DE VOLUMEN

Certificado Mo, CLV 40018 ﬂ#ﬂﬁlg’t

Crorrgariin Masane! de Malrelagia

DESCRIPCION DE LA CALIBRACION

Liguide e Referencia Agua Bpo B

MEtods LHilizade Método Gravimebnico
Ternperalura ce referencia 2D-C

Cansurnibles MO APLICE
TRAZABILEDAD

Patrin Utiizads: Balanza | Cedificads Mo, CLM 191717, Fecha: 2017-11, de Canamed, Acreditado. ONAL,
Trazable MIST.

Conamel, mantene los patrones de refeqencia en condiciones fisicas adecuadss para su consenacion, kbs
cuales han sido cemdicades asegurando 18 frezabided en las callbraciones realizadas con el Sistema
Intermacional de Unidades (sl)

METODOD DE CALIBRACION

El m&iedo de calibracidn usada es el métado gﬁvi'néh"h:q- tasado en b mamma 190 8655 - 6;:2002

La calbrasan sé realizd an las instalacionss de Compania Macanal de Matralogia
RESULTADOS DE MEDICIOMN

a) Condicianes Amblanlakes

Hurmadad: 50,5 WHR & 0,50 SHHR
Pragién: 75 hPa e 0,08 hFa
Temperatura; 2306 " t 0,05 g

b) Tabla de Calibracidn
Los resultadas de madicion para ¢ volemen dal elemento bajo calibracion son:

T 1';_". * '“ & e Errar alaatone k Incertidumbre
HL pL HL uk HL
25 25,36 0,36 015 1.88 B ZE-01
12560 125,22 02z 0,23 1,58 B6.3E-01
250,10 250,22 02z 02z 1,88 6,3E-01
INGERTIDUMERE DE MEDICHON

La incertidumiors de medicicn fus sstimads conforma & la GUM “GUK PARA L& CAMRCSION DE LA
INCERTIDUMBRE DE MEDIDA® Edicion 2008 y se declara la inceridumbre expandida con un faclor de
coberura (k) para un niecvalo de confianza de aproximadarments 95 %

Lo medida sy mefor aliado
Carrera GAC Mo, 884, - 20, Bogold Colombia,

PRI 7450435, Web savw conamet com oo, email: metclogafoonamelcorm.
Pagina 2oe 3
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COMPANIA NACIONAL DE METROLOGIA
LABORATORN DE VOLUMEN

Cerfificado No. CLY 48878 ﬂﬁm@d_

Cormatin Madone! de Maelrelagia

DECLARACIONES
Este cerificads de cabbracibn no puede ser reproducido en su tolalidad, swcepic con awlonzacon del
laboratorio gue lo emile. Los carifcados sin finma selo no son valdos.

This calbrahion cerificate may ot be reproduced otfer than in Ul exoepst with the awonzalion of the leswng
Izboratary, Calibration cerlificates withow! sigrature and seal are nof walid,

Este costificado de calibracikn documenta la trazabiidad al Sisterma Intemacional de Unidades (Sl) & ireves do
i [nstituto de Metrologia, Macional @ Inermacional (MK, RIST, PTE, #c)

This calbration cerdifeatn documends the fraceabiliy fo the mfermafional Sysiem of Unife (S1) through & Nalional
o nfernalfioral Mefrobgy insttufe (i MST, PTE ).

Los factores de conversion & &l Sisterna intenacicnal de Wnidades, son temados del documents Mist Special
Publcagon 811, 2008

Thiz imdernaional Sysiem of Units conversion factars ane faken o dhe docomet st Special Puebiicalion 577,
2008

El usuano as responsable de |la calibracain de sus inslrumentas a inkervalos apmplﬂﬂuu-.

Tha usar is msponsabls of the esibration of e insfuments fo appropiate infanvals.

Los resultades del presents cedificads 2e refieren al dispesiive relacionado y 8l momanto ¥ [as condesones en
que se realizaron |as mediciones. Compadia Maconal de Melrologla ne se responsabdiza de los perjuicios que
pueda ocoaslonar @l use inadecusdo del instrmanto.

The mesulls of this repod efer do the relled disposifies in the momenst and condiions i which e
mEasamen's warg madke, Compania Maciona! de Metearpligia assumes no repansabully for the damege of
an madecirate of fug inslrumend

FiMAL DEL CERTIFICADD
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Carrera GBC Ko, 584 - 20, Bogotad Colombia.
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I et

Compania Nackngi da Naxclogla

CERTIFICADO DE CALIBRACION

CALIBRATION CERTIFICATE
FEM 12, Ronisédn 13 2018-03-24

SOLICITANTE
Custormer

.
.

DIRECCION
Address

CIUDAD .
City :

INSTRUMENTO
Instrument

FABRICANTE a
Monutacturer *
MODELO p
Modai ’

NUMERQ DOE SERIE
Sorial Numbar

CODIGO INTERNO
intornaf Code

ORDEN DE TRABAJO .
Wark Qrder 3

FECHA DE RECEPCION
Date of Arrivm

FECHA DE CALIBRACION
Date of Report

FECHA DE EMISION
Date of ssuance

.

Firma Autorizada | Autorized Firm

e

CRC - CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL CAUCA

CARRERA 7 No. 1 N - 28 | VIVERO CRC LA FLORIOA
POPAYAN - CAUCA

BALANZA - ANALITICA

PRECISA

180 A

78745

1683

05303
2018-05-10

: 2018-05-10

2018-05-11

cwnwm
NIT Q20 136 R0

E Conameet

Fis. Jeyson Angel Ocampo
Magister en Ciencias
Director Técnico
Revisado y Apvobado pov:
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Catitcado emitido bajo la narma ISQVIEC 17025 2006
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‘ &
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COMPANIA NACIONAL DE METROLOGIA
LABORATORIODE MASA = =

Certificado No. CLM 72918
onamcel

Conpanis Nacional de Merologia

DESCRIPCION DEL INSTRUMENTO

BALANZA - ANALITICA
Divisidn de Escala(d ) : 00001 g
Carga maxima - 183 g

PROCEDIMIENTO DE CALIBRACION

Para la caibracion se empleo el método de comparacidn direcia con los patrones del Laboratoric de
Masa y se realizaron las siguientes pruebas: excentricidad de carga, prueba que evalia el desampedio
dal instrumento para pesar dentro de todo el receptor de carga; repetibilidad, incica la capacidad del
instrumento para proporcionar indicacionas del mismo mensurando, exactitud, prueba que indica la
capacidad del Instrumento de medida para dar respuestas proximas a un valor verdadero. El método de
calibracin se realiza de acuerdo a el procedimiento PEM 07 basado en la Guia para la calibracién de
los Instrumentos para pesar de funcionamiento no automatico, SIM MWG7/cg.01/v.00, 2009

Lugar de Calibracién; INSTALACIONES DEL CLIENTE ¢ LABORATORIO AMBIENTAL
CONDICIONES AMBIENTALES
Las condicones ambientakes durante la calibracidn fueron:
Temperatura (°C) Humedad Relativa (%HR)
21,2 20,25 736 £25
Nata® las condicionas amixentales se refieren al sdio y al momento de ia calibracion

TRAZABILIDAD

Conamel, mantiene los patrores de referencia en condiciones fisicas adecuadas para su
conservacion, los cuales han side calibrados asequrando la frazabiidad en las calbraciones
realizadas c¢on el Sistema Intemacional de Unidades, siguiendo |a jerarquia de trazabdidad nacional @
internacional,

Patrén Utilzado: Juego de pesas patron Clase £2, Certificaco No. CLM 152017, Fecha: 2017-09, de
Conamet, Acreditado: ONAC, Trazable NIST.

RESULTADOS DE LA CALIBRACION
A continuacidn se reportan los resultados de medicidn de cada de [as pruebas de calbracion realizadas,
de acuerdo a o establecido en el numeral 2 del presente certificado de caibracion.

PRUEBA DE EXCENTRICIDAD DE CARGA Grafico 1
LADO | INDICAGION | ERROR
9

1 50, ﬁm *
_7 2. 00 +

3 48 9 . u

4 49 9999 - x

5 +

7 Xk ~1.0064

L medida su mefor alinds

Carrera 68C No 68A - 20, Bogota, Colombia.
PBX 74504239, Web www.conamet.com.co, email: metrologia@conamet com
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Certificado No. CLM 72918

onamel

Canpatis Nacional de Mesologia

PRUEBA DE REPETIBILIDAD
Desviacion
Car;as ot inad
0,02 0.0001
5 0,0001
50 0,0001
100 0,0001
180 0,0001
__Cargas g
0,02 B 50 100 980
0.0201 5.0000 45 5569 100,0000 179,997
0,0201 4.0690 50,0000 00,9999 179,9997
10,0200 5.0007 50,0000 60,9909 ~179,9908
0,0201 50000 49 9959 99,9998 179,9997
0.0200 5 0000 50,0000 G99 9599 170,0008
PRUEBA DE EXACTITUD

A continuacion se presenta la grafica y Ia tabla de 10s errores determinados en la prueba de exactitud

reaiizada al nstrumento de pesaje de funcionamienio no automatico,

EXACTITUD

CARGAS INDICACION ERRORES
—lmgooi lT.O%Gi o.o%ﬂ'i_

0.019995 0,000 .0000

0.300001 0.7000 0,0000

0.496598 0,5001 0,0001
055585 1.0001 0,000
—3.000005 | 20001 ™ 0.0001 ]
" 5,000001 0001 10,0001

9,059942 10,0000 0,0000

20000027 20.0000 0.0000

49, 49,9999 -0,0001
[ 59.059052 5949559 ~0,0001

99.059924 59,9999 0.0000
115995951 | 120.0000 0.0000
745 UougBY 135 9554 .07
[182,965900 | 182 9057 ~0,0002

La medidy sy mejor afiado

Carrera 68C No B84 - 20, Bogota, Colombea,
PRX 7450490, Web waww.conamet cam. ca, ermail: meirclogia@ecanamed com
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Compaivie Nacional do Marciogia

Grafico de Exactitud
00003

0,0002

Efror

N & = ] N
o0m &° f S 3
FIFF LTS Fly
Y

o0 ¥ S A
Q0003
0,0004
-0, 0005
Cange
e 1oy Tendencia T incortidumbre

Las unidades de la gréfica se encuentranen g

PRUEBAS ADICIONALES
PRUEBA DE TARA SUSTRACTIVA
CARGA 1 Para tara
20 __
Carga Indicacion
0.1 0,1001
1 —1,0001_|
10 10,
50 50,0001

INCERTIDUMBRE

La Incertidumbre o2 la medicion fue estimada conforme a la GUM "GUIA PARA LA EXPRESION DE LA
INCERTIDUMBRE DE MEDIDA" Edicidn 2UU% Sé declara la inceridumbre expandida con un factor de

cobertura de (k). para un intervale de confianza de aproximadamente un 95 %

= N FRE L

qﬁ'/:“ n?#‘f;? &gm

Rango Maximo
U = Uo + bmwi Uo = 8 5E-05 g b = 9,2E-07
mwi Valor del objeto a pesar
k = 198
U = 8,5E.06 g + 9,2E-07 g mwi |
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Carrera 68C No 68A - 20, Bogola, Colombia,
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Certificado No. CLM 72918 ﬁ}f m 6- t—
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DECLARACIONES

Este cartificedo de calibraciin no puede ser reproducido en su totalidad, excepto con autorizacian del
lzhoraorio que ko omite. Los cerlificados de cakbracian sin firmsa ¥ ello mo son validos.

This cadbratian camificare may nof be reproduced ofter fhan i fy excepl with e atoizetion of the (5ung
iabaratary. Calibrafion cemficates withou! signature and seal ane had v

Esle cerfificsdo de cadbracion decumenta la razabilidad o Sistema Infernacional de Unidades (50 a ravés de un
insilde de metrologia, nasinal o intemacional (IMM_ NIST PTE, e )

Thiz calbradion cevffcste documents fhe tracaabilty fo e infemational System of Units (50 fhroengh & Nahonal oF
Infernatianal Metrafogy instiute (INM, WIST, PTE, eicl

Los factores de conwersadn 4 el Sisterna Internacional de Unigades. son tomados del decumenin Mist Special
Publication 611, 2008

The intemalional System of Linits convesion fBcfars ans taien from the document st Specia Publication 511, 2008
El usuario es responsable de |a calibracidn de sus nstrumentos a intervalos apropiados.
The user iz respansable of, he calbrafion of his instuments fa Approniss denais.
Los resultados del presente certificado se refieren al dispositivo relacionado, en @ moments ¥ a las
condiciones en gue se realizaron las mediciones, Compaliis Nacional de Matrologla mo se rsponsabiiza
de los parjuicios que pueda ocasionar el uso inadecuadn dal instrumenta.
The resulls of this repont refer o relsted disposifie in the mamen! aad candibione it wiich Hae MBasWRMants wars
made. Compatia Nacional de Melrolagia assumes ao rESLORSILY FF damage ensuing s nalumient

Final del Certificado

La wedidd s mejor afads
Carrera S8C Mo &84 - 20, Bogote, Colombia,
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