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Resumen ejecutivo

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de verificar un método analitico
para la cuantificacion de mercurio en aguas residuales, utilizando un
espectrofotometro UV y la técnica de vapor en frio. Debido a que el método que se
utilizé de referencia sufrié una variacion menor al cambiar el espectrofotometro UV.
Por otro lado, se determind la incertidumbre del método para después comprobar
su confiabilidad mediante el analisis de una muestra problema.

Para ello se utilizd6 una solucion estandar de referencia con una
concentracion de 1000 + 10 pg/L, la cual fue diluida hasta 0.1ug/L. Para verificar el
método se establecieron los siguientes parametros de desempeiio: linealidad,
rango, limite de cuantificacion, limite de deteccion, precision, exactitud e
incertidumbre.

Se establecié que el método para la cuantificacion de mercurio en aguas
residuales es un método lineal en un rango de 0.119 pg/L a 3.000 pg/L, con un
coeficiente de determinacion de 0.9977, con un limite de deteccion de 0.039 pg/L y
un limite de cuantificacion de 0.119 pg/L. Ademas, se determiné que es un método
preciso y exacto, con un coeficiente de variacion de 1.70%.

Se determiné que el método para la cuantificacion de mercurio tiene una
incertidumbre combinada de + 0.033 pg/L, y expandida de = 0.066 ug/L.

Por dltimo, se analiz6 una muestra problema con una concentracion de
1.000ug/L, obteniendo una media de 0.994 ug/L y una desviacion estandar de +
0.0169 pg/L. El cual es un resultado aceptable de acuerdo con la variacion
permitida.

Descriptores: verificacion, parAmetros de desempefio, método, mercurio, estandar

de referencia, vapor en frio.
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. Introducciodn

El agua es uno de los recursos mas importantes y empleados a nivel industrial,
ya sea como utilitario o como materia prima. Las aguas que ya han sido utilizadas
se convierten en aguas residuales, y contienen contaminantes organicos e
inorganicos que ocasionan un impacto negativo en el ambiente al ser descartadas
en cuerpos receptores sin un tratamiento previo. Por tal razén, en Guatemala se
cred el Acuerdo Gubernativo 236-2006 el cual tiene como objetivo regular la
descarga de las aguas residuales que incluye parametros que deben medirse, asi
como sus limites permitidos.

Los parametros establecidos son evaluados por las industrias mediante analisis
de laboratorios ambientales, para verificar que su descarga cumple con los
requisitos del acuerdo. Los métodos analiticos utilizados a nivel laboratorio deben
ser confiables y adecuados para la aplicacion que se establecieron, por lo cual, tiene
que ser validados o verificados segun el tipo de método (normalizado, no
normalizado o creados e implementados).

La ISO/IEC 17025:2005, establece que un laboratorio debe confirmar que puede
operar adecuadamente los métodos normalizados y no normalizados antes de
introducir los ensayos o calibraciones.

En el presente estudio se verifica el método 10065-2010 de HACH, el cual es un
método especifico para la cuantificacion de mercurio en aguas residuales. Este se
divide en tres fases: la primera fase consiste en una digestidn, en la segunda fase
se ejecuta la técnica de vapor en frio, y en la tercera fase se realiza la lectura por
medio de un espectrofotbmetro UV.

Para la verificacion se establecieron los siguientes parametros de desempenio:
linealidad, rango, limite de cuantificacion, limite de deteccion, precision y exactitud.
Ademas, se identificaron las posbles fuentes de incertidumbre y se determiné el
valor de la incertidumbre combinada y la incertidumbre expandida del método. Por
altimo, se comprobd la confiabilidad del método mediante el andlisis de una muestra
problema. Se realiz6 la verificacion del método debido a la necesidad de
implementar el mismo en el laboratorio privado en donde se realizd esta
investigacion.

El estudio informacion para los laboratorios ambientalistas aporta, el sector
educativo e industrial y para las personas interesadas y especializadas en el analisis
de aguas residuales. Presentando un método verificado para la cuantificacion de
mercurio con un rango de medicion de 0.119 a 3.000 pg/L.



1.1. Lo escrito sobre el tema

Arcila (2012), mediante la lectura en un espectrofotometro de absorcion
atomica valida la técnica de vapor en frio para la determinacion de mercurio.
Ademas, en su informe expone las posibles interferencias que pueden existir previo
al andlisis. Por otro lado, menciona los tipos de recipientes y la manera de preservar
la muestra. Concluye que el método es efectivo y cumple con todos los pardmetros
de desempefio establecidos bajo las condiciones adecuadas de trabajo.

Rodriguez (2011), en su trabajo de graduacion establece que una validacion
confirma con evidencia objetiva el grado de seguridad en la obtencién de resultados.
En su investigacion realizo la validacion de tres métodos analiticos (hierro, silice y
fosfonatos) utilizando los siguientes parametros de desempefio: Curva de
calibracion, linealidad, precision, exactitud, sensibilidad, analisis de la varianza entre
analistas y robustez. Concluydé que los métodos para la determinacion de hierro,
silice y fosfonatos son efectivos y aptos para su aplicacion en el andlisis de aguas
de calderas y torres de enfriamiento en condiciones controladas.

Cuellar y Mena (2010), en su trabajo de graduacién evallan cinco muestras
de diferente marca, y concluyen que el contenido de mercurio en estas muestras
esta muy por debajo de lo establecido en la norma salvadorefia, esto quiere decir
que existen trazas que no son riesgosas para la salud. Ademas, concluyen que la
varianza de los resultados obtenidos no representa significancia, por lo tanto, el
método utilizado funciona de manera efectiva bajo condiciones controladas.

Garcia (2010), en su trabajo de graduacion menciona la necesidad de la
medicién de mercurio en muestras liquidas y sélidas debido a su alta toxicidad a
nivel de trazas. Enfatiza que la medicién de las trazas de mercurio debe de
realizarse por métodos de alta sensibilidad, y requieren de una digestiéon previa para
evaluar de mejor forma los analitos. Concluye que la utilizacion de celdas para la
deteccién de mercurio via absorcién y fluorescencia atbmica son precisas y exactas.



Mercader, Herrera y Carrasco (2008), en su informe de validacion, exponen
el método para determinacion de mercurio por vapor en frio via espectrofotometria
de absorcion atomica en aguas superficiales y agua purificada. La finalidad de su
informe fue comprobar mediante una validacion que el método es confiable y puede
ser utilizado en su laboratorio. Para realizar la respectiva validacion evaluaron los
siguientes parametros de desempefio: limite de deteccidbn y cuantificacion,
linealidad, repetibilidad, precision intermedia, veracidad, sesgo e incertidumbre. En
su informe detallan la calidad de los reactivos y la metodologia utilizados. Ademas,
exponen las formulas utilizadas para encontrar cada uno de los pardmetros antes
mencionados. Concluyen que el método es confiable en un intervalo de 0.020 -
1.000 pg/L y establecen que el método cumple con los requerimientos basicos para
ser aplicado dentro del laboratorio. A pesar de esto encontraron que pueden realizar
una mejora ya que los resultados muestran que el método tiene una sensibilidad
baja.



1.2. Marco Teorico

1.2.1. Validacion

La ISO/IEC 17025 define validacion como la confirmacion, mediante la evaluacion
y aportacion de evidencias objetivas que cumplen requisitos particulares para un
uso especifico previsto. Por otro lado, en el RTCA 11.03.39: 06, se define validacién
como el establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento analitico
brindara con un alto grado de seguridad de resultados precisos y exactos dentro de
las especificaciones y atributos de calidad establecidos con anticipacion. Por lo que
validar un método es el proceso que permite confirmar que dicho método cuenta
con las capacidades para desarrollar una aplicacién determinada.

De acuerdo con la Guia Eurachem (2016), las actividades de validacion de métodos
y el desarrollo de métodos analiticos estan estrechamente ligadas. Esto se debe a
gue gran parte de los pardmetros de desempefio que son evaluadas durante una
validacion, también estan consideradas en gran parte en el desarrollo del método.
A pesar de esto, es indispensable resaltar que una validacion debe de realizarse
sobre la version final de un método, lo cual debe quedar debidamente documentado.

La RAE (2018), define validar como dar fuerza o firmeza a algo, hacerlo valido.
1.2.2. Verificacion

En la ISO 9000 se define verificacion como la confirmacion mediante la aportacion
de evidencias objetivas, que se cumplen los requisitos especificados. Es un
concepto muy similar a la validacion, pero este se aplica para confirmar la capacidad
de aplicar el método, que previamente fue validado por otro ente.

La ISO/IEC 17025, en el apartado 5.4.2 detalla lo siguiente: EIl laboratorio debe
confirmar que puede operar adecuadamente los métodos normalizados antes de
introducir los ensayos o calibraciones.

En general una verificacion es considerada como la confirmacion de algo que
previamente ha sido validado; Esta tiene como objetivo demostrar que el laboratorio
verdaderamente domina un método de ensayo normalizado o validado por otro ente,
y lo utiliza de manera correcta. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

La RAE (2018), define verificar como comprobar o examinar la verdad de algo.
1.2.3. Diferencia entre validacion y verificacion.

Tanto la validacién como la verificaciébn tienen como objetivo demostrar que el
método utilizado por un laboratorio es adecuado para la aplicacibn que se
estableci6. Asi mismo deben demostrar que las modificaciones que se hayan
realizado no afecten el desemperio, ni confiabilidad del método. Guia Técnica N°1
del ISPCH (2010)



Un método debe ser validado una vez sea necesario demostrar que sus
caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso antes establecido. Guia
Eurachem (2016). La Norma ISO/IEC 17025, indica que un laboratorio debe validar
un método cuando:

el método no esta normalizado;

el método es disefiado o desarrollado por el laboratorio;

un método normalizado esta siendo usado fuera de su uso establecido;
se amplia o modifica un método normalizado.

oo op

Una validacion debe ser tan amplia como sea necesaria para cumplir y demostrar
que se cumplen los requisitos en relacion con la aplicacion establecida. Guia
Eurachem (2016)

Por otro lado, en la Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010) se establece que una
verificacion debe realizarse cuando:

a. el método esta normalizado;
b. el método normalizado esta siendo usado fuera de su alcance establecido;
c. un método normalizado sufre ampliaciones y/o modificaciones menores;

Ademas, un método se debe verificar cuando recientemente validado sufre una
alteracion significativa. Esta variacion puede ser por un cambio de equipo, cambio
de componentes de equipo como columnas, detectores, cambio de analista, cambio
de la matriz de la muestra o el nivel de concentracion del analito de interés, entre
otro similares a estos casos. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

1.2.4. Métodos normalizados

Un método normalizado es publicado por un organismo de normalizacién que puede
ser regional, nacional o internacional (como los son ISO, ASTM, DIN entre otros) o
por organizaciones reconocidas en diferentes ambitos. (AOAC, EPA, USP, entre
otras). Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

De acuerdo con la Guia OGA-GEC-016 (2007), la utilizacion de métodos
normalizados es deseable en situaciones en las que sera ampliamente utilizado; sin
embargo, en ocasiones un laboratorio puede utilizar un método propio, que se
encuentre mejor adecuado para el proposito, que uno normalizado, siempre y
cuando se demuestre que dicho método es confiable. Es importante destacar que
los métodos normalizados deben de utilizarse exactamente como estan descritos.



1.2.5. Métodos no normalizados

Los métodos no normalizados son aquellos que no son publicados por
organizaciones normalizadoras o entes reconocidos. Estos generalmente, son
elaborados por personas individuales con experiencia en el campo de aplicacion.
La Guia OGA-GEC-016 (2007), menciona que cualquier método no normalizado debe
estar apropiadamente validado para poder ser utilizado, ya sean desarrollados por
terceros o por la modificacion de un método normalizado. Para el caso de
modificaciones, es necesario demostrar que las mismas no causa repercusion en la
calidad de los resultados.

Para el caso de métodos no normalizados, los terceros que los desarrollan son
responsables de incluir en dicho proceso la etapa de validacién, para demostrar que el
método cumple con los criterios de aceptacion adecuados para el propésito de
aplicacion; el laboratorio usuario debe de verificar el desempefio del método contra sus
especificaciones de validacion y asi demostrar que domina el ensayo y lo utiliza
correctamente. Guia OGA-GEC-016 (2007)

En los laboratorios clinicos la mayor parte de los ensayos se realizan con
procedimientos comerciales previamente validados por los fabricantes y que deben
ser verificados por el usuario final. Guia Eurachem (2016)

1.2.6. Métodos desarrollados en laboratorio

Cuando un laboratorio esta en la capacidad de desarrollar métodos de ensayo, este
debe demostrar que cuenta con un plan en el que se incluye la evaluacién de
capacidad en cuanto a personal, equipo y demas recursos necesarios que le
permitan desarrollar sus métodos. Estos métodos deben estar debidamente
validados, documentados y autorizados previo a su aplicacion. OGA-GEC-016
(2007)

1.2.7. Parametros de desemperio

De acuerdo con el RTCA 11.03.39:06, son caracteristicas de validacién necesitan
ser evaluadas y generalmente son utilizados los siguientes parametros: exactitud,
precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad e
intervalo de linealidad, entre otras caracteristicas. Es necesario remarcar que la
mayoria de estos parametros son cuantificables.

Los parametros de desempefio a utilizar en la validacién o verificacion de un método
analitico dependeran de la naturaleza del método, asi como de sus limitaciones de
cualquier indole; entre mas amplia sea la evaluacion mayor certeza se tendra sobre
el método.

= Selectividad

La selectividad esta relacionada con el grado en “el que un meétodo puede ser
utilizado para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin



interferencias de otros componentes de comportamiento similar.” Guia Eurachem
(2016). En otras palabras, la selectividad establece el grado que puede ser
cuantificado determinado analito de interés en presencia de interferentes.

Una prueba de selectividad puede disefiarse de acuerdo con el método.
Generalmente, la selectividad de un método analitico se investiga estudiando su
habilidad de medir un analito de interés en muestras que previamente fueron
contaminadas con interferentes especificos (aquellos que se considere probable
encontrar en las muestras de ensayo). Para el caso en donde no esté claro si las
interferencias ya estdn presentes o0 no, la selectividad del método puede ser
investigada estudiando la habilidad de medir el analito comparado con otros
métodos independientes. Guia Eurachem (2016)

Es importante resaltar que al momento de realizar el andlisis de selectividad debe
considerarse que una muestra puede contener al analito de interés en mas de una
forma, como lo puede ser: ligada o no; inorganica u organica; o en diferentes
estados de oxidaciéon. Guia Eurachem (2016)

La validacion o verificacion debe garantizar el buen funcionamiento del método, y
que éste distingue los efectos de las impurezas, las sustancias que reaccionan entre
si, entre otros aspectos que podrian estar presentes en la matriz. UNODC (2010)

= Limite de deteccién (LOD)

Este limite establece la concentracion mas baja de un analito que puede ser
detectada con un determinado grado de incertidumbre. El limite de deteccion no es
un parametro robusto y puede ser afectado por cambios menores del sistema
analitico como temperatura, grado de pureza de los reactivos, condiciones
instrumentales entre otros. Por lo tanto, es importante que este parametro sea
verificado por laboratorios que hayan adoptado métodos previamente validados.
UNODC (2010)

» Limite de cuantificacion (LOQ)

Este es en nivel minimo de un analito que puede ser determinado con un
desempeiio aceptable. Un desempefio aceptable es considerado de diversas
formas por diferentes guias incluyendo precision y veracidad. Guia Eurachem
(2016). En otras palabras, este limite establece la concentracion de un analito que
puede ser detectada y considerada como “real” o bien como cuantificable
estadisticamente.

=  Valor critico

De acuerdo con la Guia Eurachem (2016), puede ser necesario establecer un valor
de resultado que es considerado un nivel de analito significativamente diferente de
cero. Regularmente, alguna accion es requerida a este nivel, tal como declarar un
material contaminado. Este nivel es conocido como valor critico.



Muestras adecuadas para estimar LOD y LOQ

Las muestras utilizadas para la estimacion de estos limites deben ser
preferiblemente:
v" Muestras blanco, es decir, muestras que no contengan cantidades
detectables de analito;
v" Muestras de ensayo con concentraciones de analito cercana o por
debajo del LOQ esperado.

Las muestras blanco pueden funcionar bien en métodos en los cuales se
obtiene sefiales medibles para un blanco, como lo son la espectrofotometria
y la espectroscopia atdbmica. Sin embargo, para técnicas como cromatografia
gue se basan en detectar pico por encima del ruido, se necesitan muestras
con concentraciones de analito cercanas o encima del LOQ. Guia Eurachem
(2016)

= Linealidad

EI RTCA 11.03.39:06, define linealidad como la “capacidad para obtener resultados
de prueba que sean proporcionales ya sea directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida, a la concentracién de analito en muestras
de un intervalo dado”.

Con la finalidad de establecer un rango lineal se puede construir un grafico de
concentracion versus variable respuesta, (Curva de respuesta). Esta se construye
con cierta cantidad de valores formados por un blanco y patrones con valores
conocidos que cubran el intervalo de trabajo establecido. El nimero de puntos a
analizar debe ser establecido por el analista y generalmente se trabaja como minimo
4 valores. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

Una vez establecido el rango lineal puede construirse la curva de trabajo o curva de
calibracion, la cual permite conocer los valores en los que el método es lineal.

=  Sensibilidad analitica

De acuerdo con la Guia Eurachem (2016) “es la variaciéon de la respuesta del
instrumento que corresponde a una variacion de la magnitud medida, es decir, el
gradiente de la curva de respuesta.”

Se dice que un método es sensible cuando una pequefia variacién de concentracion
determina una gran variacion de respuesta. La sensibilidad analitica permite
observar la capacidad de respuesta instrumental frente a una determinada cantidad
de analito. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

La sensibilidad analitica no es considerada una caracteristica de desempefio muy
importante. Sin embargo, se puede destacar que en sistemas de medicion
espectrofotométrica se puede predecir la absorbancia a partir de la ley de Beer-



Lambert. Esto puede utilizarse como una verificacion de desempefio del
instrumento, y a veces las normas exigen realizar dicha verificacion. Guia Eurachem
(2016)

Figura 1. Ejemplo de una curva de respuesta en donde se destacan algunas
caracteristicas de desempefio: Intervalo lineal, intervalo de trabajo, sensibilidad
analitica, LOD y LOQ.
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Fuente: Guia Eurachem (2016)
» Veracidad

De acuerdo con la Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010), la veracidad “determina el
grado de coincidencia existente entre el valor medido de una serie de resultados y
un valor de referencia aceptado.” Mientras que en la Guia Eurachem, (2016),
mencionan que la veracidad es una expresion de la proximidad de la media de un
namero infinito de resultados a un valor de referencia. La veracidad puede ser
determinada por el sesgo o la recuperacién, siendo la primera una de las mas
empleadas en la validacion de métodos.

a. Sesgo

El sesgo es el error sistematico total en contraposicion al error aleatorio. Para
determinar el sesgo se puede utilizar material de referencia, material fortificado,
material de control o material para ensayo de aptitud. Con esto se debe medir
un analito de concentracion conocida y se determina la diferencia en valor
absoluto entre el valor conocido y la media del valor obtenido. Una diferencia
sistematica importante en relacion con el valor de referencia aceptado se refleja
en un mayor valor del sesgo, en cuanto mas pequefio es el sesgo, mayor es la
veracidad. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)



b. Recuperacion

La recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al
proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra original.
Es definida como la fraccidén de la sustancia agregada a la muestra (fortificada)
antes del andlisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar. Guia
Técnica N°1 del ISPCH (2010)

= Exactitud

De acuerdo con la Guia Eurachem (2016), “la exactitud de medicién expresa la
proximidad de un unico resultado a un valor de referencia.”

El término exactitud, esta aplicado a un conjunto de resultados de un ensayo, y
supone una combinacién de componentes aleatorios, y un componente comun de
error sistematico o sesgo. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

La validacion de métodos analiticos 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. Lo cual se puede interpretar como: entre mas veraz y preciso se sea, el
método tendra una alta exactitud. Eurachem (2016). Lo anterior se ejemplifica
claramente en la figura 2.

Figura 2. Ejemplificacion gréfica del término exactitud.
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=  Precision

Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales
obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea o bien a partir
de varias muestras obtenidas por dilucibn de la muestra bajo condiciones
establecidas. RTCA 11.03.39:06 (2006)

La precision podra establecerse en términos de repetibilidad y reproducibilidad. El
grado de precisidbn se expresa habitualmente en términos de imprecision y se
calcula como desviacion estandar de los resultados. Guia Técnica N°1 del ISPCH
(2010)

a. Repetibilidad

La repeticion es esencial para la obtencién de estimaciones fiables de
parametros de desempefio del método, tales como la precision y el sesgo.
Los experimentos que implican andlisis repetidos deben ser disefiados para
tener en cuenta todas las variaciones en las condiciones operativas que se
pueden esperar durante el uso rutinario del método. El objetivo debe estar
planteado en determinar la variabilidad tipica y no la variabilidad minima.
Eurachem (2016)

La desviacion estandar es util para calcular un “limite de precision”. Esto le
permitira al analista decidir si existe o no una diferencia significativa, a un
determinado nivel de confianza. Eurachem (2016)

Se puede determinar registrando como minimo seis (6) mediciones bajo las
mismas condiciones, es decir, mismo operador, mismo aparato, mismo
laboratorio y en un corto intervalo de tiempo, todo de un solo analito. A partir
de estos registros calcular la Desviacion Estandar y el porcentaje de
coeficiente de variacion. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

b. Reproducibilidad

Grado de concordancia entre los resultados de mediciones de este
mesurando realizadas en diferentes condiciones de mediciéon. Politica de
Seleccion y Validacion de Métodos de Ensayo, OGA-GEC-016 (2007)

Se puede determinar registrando como minimo 10 mediciones en dias
distintos, o en un mismo dia cambiando por lo menos una condicion analitica.
Estas condiciones pueden ser: operador, aparato, reactivos y largo intervalo
de tiempo de un analito. Con los datos obtenidos calcular la desviacion
estandar y el porcentaje de coeficiente de variacion. Guia Técnica N°1 del
ISPCH (2010)
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= Robustez

De acuerdo con Eurachem (2016) la robustez de un procedimiento analitico es una
medida de la capacidad para permanecer no afectado por pequefias variaciones
premeditadas de los pardmetros del método. La robustez proporciona una
indicacién de la fiabilidad de método durante un uso normal.

En otras palabras, la robustez es la capacidad de un procedimiento analitico de no
ser afectado por pequefas pero deliberadas variaciones en los parametros del
meétodo. Politica de Seleccién y Validacion de Métodos de Ensayo (2007). Un
meétodo de ensayo es mas robusto entre menos se vean afectados sus resultados
frente a una modificacion de las condiciones de analisis. Entre las condiciones de
analisis que pueden afectar a un método se encuentran: el analista, el equipo, los
reactivos, la temperatura, el pH, el tiempo de reaccion, la estabilidad de la muestra,
entre otros. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

En cualquier método existirdn ciertas etapas que, si no se realizan con el suficiente
cuidado, tendran un efecto significativo en el desempefio del método e incluso en
puede resultar que el método no es funcional en lo absoluto. Estas etapas deben de
ser identificadas utilizando una “prueba de resistencia o de robustez”. Esta prueba
implica hacer cambios deliberados en el método e investigar el efecto subsiguiente
en el desempefio. Eurachem (2016)

La informacién sobre la robustez se debe indicar en el procedimiento del laboratorio
en forma de los limites de tolerancia establecidos para los parametros
experimentales criticos. Eurachem (2016)

= |ncertidumbre

La incertidumbre de una medicién es el parametro asociado al resultado, en otras
palabras, caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser
atribuidos al analito.

En este sentido, es importante que, para un método validado o verificado por el
laboratorio, se realice la determinacion de las diferentes fuentes de la incertidumbre
de la medicién presentes, estas pueden darse: en el muestreo, en la matriz o el
almacenamiento de la muestra, los sesos instrumentales, la pureza de los reactivos,
el analista, las condiciones de medicion, entre otras asociadas al método de
medicién. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

Generalmente para el analisis de las fuentes de incertidumbre se recomienda utilizar
un Diagrama Ishikawa o de espina de pecado, u otro método que permita con
facilidad identificar las fuentes de incertidumbre presentes durante el proceso
analitico. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)
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La incertidumbre puede ser clasificada en dos tipos:

Tipo A (Aleatoria): esta incertidumbre aparece cuando se realizan mediciones
repetidas de una misma variable y da valores variados, con igual probabilidad de
estar por arriba o por debajo del valor real. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

Tipo B (Sistematico): este tipo de incertidumbre presenta una desviacion constante
de todas las medidas ya sea hacia arriba o0 a hacia abajo del valor real, estas son
producidas, por ejemplo, por la falta de calibracion de un instrumento. Guia Técnica
N°1 del ISPCH (2010)

Incertidumbre combinada: Los componentes de incertidumbre individuales, tanto los
de tipo A y tipo B, deben combinarse siguiendo la ley de propagacion de errores. De
esta forma, se obtiene la incertidumbre total estandar. (Ucombinada). Maroto (2002)

Incertidumbre expandida: la incertidumbre expandida proporciona un intervalo de
confianza donde se encuentra el valor verdadero con una determinada probabilidad,
esta incertidumbre se obtiene multiplicando la incertidumbre estandar por un factor
de cobertura (k). Maroto (2002)

El factor de cobertura k depende de la probabilidad con la que se quiere encontrar
el valor real dentro del intervalo, asi como de la distribucién y de los grados de
libertad asociados a la incertidumbre combinada. Normalmente, se utiliza el valor
de cobertura 2 (k = 2). Este valor asume una distribucion normal y una probabilidad
del 95%. Maroto (2002)

En concreto, el concepto de incertidumbre refleja cierta duda acerca de la exactitud
del resultado obtenido una vez que se han evaluado todas las posibles fuentes de
error y que se han aplicado las correcciones oportunas. Es decir, la incertidumbre
proporciona una idea de la calidad del resultado ya que indica cuanto puede alejarse
un resultado del valor considerado como verdadero. Por lo tanto, los resultados
siempre deben ir acompafados de su incertidumbre para que puedan tomar
decisiones basadas en esos resultados. Maroto (2002)

1.2.8. Aguas residuales

Las aguas residuales son aquellas que aguas que han sido alteradas por la accién
de contaminantes, sufriendo una pérdida en su calidad que puede ser mejorada por
la accion de diversos tratamientos. Se caracterizan por acarrear desechos de origen
humano y animal, desperdicios caseros, desechos industriales, corrientes pluviales
y contaminantes originados por la actividad agricola. Garcia (2017)

De acuerdo con el “Reglamento de las descargas y reuso de aguas residuales y de
la disposicion de lodos”, a partir de ahora mencionado como Acuerdo gubernativo
236-2006, las aguas residuales son aquellas que han recibido un uso y cuyas cuales
han sido alteradas. Las aguas residuales pueden ser de dos tipos:
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a. Aguas residuales tipo ordinario: son aquellas generadas por las actividades
domésticas, tales como uso en servicios sanitarios, pilas, lavamanos,
lavatrastos, lavado de ropa y otras similares, asi como la mezcla de estas,
gue se conduzcan a través de un alcantarillado publico o pluvial. Acuerdo
gubernativo 236 (2006)

b. Aguas residuales tipo especial: son aquellas generadas por servicios
publicos municipales y actividades de servicios, industriales, agricolas,
pecuarias, hospitalarias y todas aquellas que no sean de tipo ordinario, asi
como la mezcla de estas. Acuerdo gubernativo 236 (2006)

Las aguas residuales originadas por desechos humanos, que se encuentran
contaminadas con material fecal y orina de origen humano y animal, requieren
atencién por parte de las autoridades competentes debido a que pueden contener
microorganismos perjudiciales al ser humano, por lo que su tratamiento seguro y
eficaz constituye el principal problema de acondicionamiento de las aguas negras
para su disposicion, sin que éstas representen un peligro para la salud publica.
Garcia (2017)

Por otro lado, las aguas originadas por las manipulaciones domésticas que
involucran lavado de ropa, limpieza en general, preparacion de alimentos y
desperdicios de cocina, exceptuando las aguas provenientes de los retretes,
también se les conoce como aguas grises. Estas se caracterizan por contener
contaminantes como jabones, desinfectantes y detergentes domésticos, ademas de
restos organicos como grasas, cabello, restos de alimentos y otro desecho casero
gue alteran las propiedades del agua. Garcia (2017)

Para el tratamiento y eliminacion de las aguas residuales generadas en la industria,
deben tomarse en cuenta las precauciones necesarias para asegurar asi que éstas
no representan algun tipo de peligro para la poblacion dado que pueden contener
especies quimicas potencialmente toxicas, siendo necesario un tratamiento previo
a su descarga al cuerpo receptor correspondiente. Garcia (2017)

1.2.9. Normas guatemaltecas

Actualmente existe un reglamento que regula la descarga y el reuso de aguas
residuales, asi como la disposicion de lodos, con el fin de proteger a los cuerpos
receptores de agua de los impactos provenientes de la actividad humana, recuperar
los cuerpos receptores de agua en proceso de eutrofizacion y promover el desarrollo
del recurso hidrico. Dicho acuerdo es el No. 236-2006 Reglamento de las descargas
y reuso de aguas residuales y de la disposicion de lodos.
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Figura 3. Tabla del Acuerdo Gubernativo 236-2006 con los parametros
establecidos para el control de las aguas residuales.

Fecha maxima de cumplimiento
Dos de Dos de
Dos de Dos de mayo de dos | mayo de
mayo de dos | mayo de dos mil dos mil
mil quince mil veinta veinticuatre | veintinueve
Etapa
Parametros Dimensionales | Valores Uno Dos Tres Cuatro
iniciales
Temperatura Grados Celsius TCR +/-7 | TCR+/-7 | TCR+/-7 | TCR+/-7 [TCR +/-7
Grasas y aceites Miligramos por litro 100 50 10 10 10
Materia flotante Ausenclalpresencia [ Presente | Ausente Ausente Ausente Ausente
== T |
Demanda bioquimica | Milgramosporfio - 55, 250 100 100 100
de oxigeno
Solidos suspendidos | Miligramos por litro 300 275 200 100 100
Nitrégeno total Miligramos por litro 150 150 70 20 20
Fasforo total Miligramos par litro 50 40 20 10 10
Potencial de hidrdgeno | Unidades de Gag 6ag 6ag 6ag Gag
potencial de
hidrdgreno
Coliformes fecales Nimero mas < 1x10° = 1x10° < 1x10° <1x10" | < 1x10°
probable en cien
mililitras
Arsénico Miligramos por litro 1 0.1 0.1 0.1 0.1
Cadmio Miligramos par litro 1 0.1 0.1 0.1 0.1
Cianuro total Miligramos par litro 6 1 1 1 1
Cobre Miligramaos por litro 4 3 3 3 3
| Cromo hexavalente Miligramosz por litro 1 01 0.1 0.1 0.1
[ [Mercurio Milgiamos por o | 0.1 0.02 0.02 0.01 0.01_||
Niquel TAGTames por e [i] . 2 2 2
Plomo Miligramos por litro 4 0.4 0.4 0.4 0.4
Zinc Miligramos par litro 10 10 10 10 10
Color U”iﬂ?dfg plating 1500 1000 750 500 500
cobalto

Fuente: Acuerdo Gubernativo 236 (2006)

1.2.10. Metales pesados

Cualquier cation que tenga un peso atomico superior a 23 (correspondiente al
sodio), se considera un metal pesado. Estos son constituyentes importantes de
muchas aguas, aungue su cuantificacién sea a nivel de trazas. Simon (2008)

Las aguas residuales contienen un gran nimero de metales pesados distintos como
el arsénico, cadmio, cobre, mercurio, cromo hexavalente, niquel, plomo y zinc; todos
estos catalogados en el Acuerdo gubernativo 236-2006 sustancias contaminantes y
necesarios de cuantificar para un buen manejo de las aguas residuales.
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1.2.11. Generalidad del mercurio

El mercurio es un metal de transicion que se encuentra presente en estado liquido
a temperatura ambiente y es de color gris brillante. En la corteza terrestre se puede
encontrar como sulfuro de mercurio (HgS). Ademas, se pueden encontrar mas de
20 minerales que contienen al mercurio. Garcia (2010)

Constituye un contaminante sumamente agresivo del medio ambiente. Se puede
encontrar en diferentes estados de oxidacion, Hg (0), Hg (1), Hg (Il). Y en todos los
estados de agregacion. Es mas comun la presencia de estas especies en medio
acuaticos que en suelos exceptuando los suelos aledafios a zonas acuaticas
contaminadas. Garcia (2010)

Tiene la propiedad de ser un compuesto volatil. Debido a esta naturaleza del
mercurio, este puede transportarse grandes distancias por las lluvias y por el aire al
mover los sedimentos en donde se ha depositado. La capacidad de retener mercurio
por parte de los sedimentos puede retrasar la eliminacion de la contaminacién por
muchos afios. Garcia (2010)

Se sabe que es inorganico y puede ser metilado por parte de los microorganismos
gue estan en los sedimentos, y que las formas organicas del mercurio son aun mas
téxicas que las inorganicas. Garcia (2010)

La forma organica mas comun en que se puede encontrar este metal pesado es
como el metilmercurio, el cual tiene una alta solubilidad en lipidos, atraviesa
facilmente las membranas celulares y entra rapidamente en las cadenas
alimentarias acuéticas. En ninguna de sus formas, tiene una funcion benéfica alguna
en los humanos, y en cualquier exposicion de largo o de corto plazo puede conducir
a una alteracion progresiva del funcionamiento normal de los 6rganos donde se
acumula. Garcia (2010)
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1.2.12. Fuentes de exposicion y toxicologia del mercurio

Es importante conocer todas las posibles fuentes de mercurio debido a que pueden

ser significativas para los seres vivos que estén expuestos.

Figura 4. Resumen de las fuentes de exposicion al mercurio.

ori 4 Via de | Biomarcador
rigen de iadela
9 de la Resultado
la exposicién exposicion S
P P exposicién
Amalgamas dentales
Medicinas
tradicionales,
practicas religiosas,
atc.
Termdmetros,
bardmetros, elc.
Mercurio an los
Combustién de alimentos v
combustibles fosiles .
3 ) - Sangre Efectos del mancuria

Incinaracian
de residucs |
Procesos | |
indusiriales Transformacion por

MiCroorganismas y

bioacumulacion an

aspacias acualicas

- - - Cabello Efectos del metilmearcurio
Mflllmlgmurln BN g - Sangre l—gp{  sobre la salud, p. gj.:
o5 alimentos - Sangre - descenso del CI
del corddn

Fuente: Poulin y Gibb (2008)
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Tanto el mercurio elemental e inorganico como el metilmercurio pueden causar
grandes efectos en la salud del ser humano. Algunos de estos efectos pueden ser:

a.

El sistema nervioso: es de destacar que es el 6rgano méas vulnerable a la
exposicion al mercurio. Se han descrito diversos trastornos neuroldgicos y
conductuales, como temblores, eretismo, inestabilidad emocional, insomnio,
alteraciones neuromusculares, cefaleas, entre otros. Se ha identificado que
con concentraciones de mercurio en el aire de 20 pg/m? el sistema nervioso
central empieza a ser afectado. Poulin y Gibb (2008)

Efectos renales: estos son otros de los principales 6érganos sensibles
afectados por la contaminacién de mercurio, aunque los efectos se observan
en concentraciones mas altas que en el caso de los problemas neuroldgicos.
Poulin y Gibb (2008)

Efectos cardiovasculares: han encontrado problemas de elevacion de
presion arterial, palpitaciones y aumento de la frecuencia cardiaca en casos
de exposiciones agudas a altas concentraciones de mercurio. Poulin y Gibb
(2008)

Efectos cutaneos: se han observado erupciones, habones y dermatitis tras el
contacto profesional y accidental con compuestos de mercurio inorganico.
Poulin y Gibb H (2008)

Efectos respiratorios: la exposicion aguda a vapores de mercurio en altas
concentraciones causa trastornos respiratorios tales como tos disnea y
opresidn o sensacion urente en el pecho. La exposicién profesional crénica
causa sintomas similares y efectos mas graves como neumonitis,
hiperinsuflacion edema pulmonar y fibrosis por neumonia lobular. Poulin y
Gibb (2008)

En conclusion, el grado de toxicidad y sus efectos pueden llegar a afectar el sistema
nervioso, inmunolégico, el aparato digestivo, la piel, los pulmones, rifiones y 0jos,
todo dependera del tiempo de exposicion, la concentracion y el tipo de compuesto
al que se expone.
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1.2.13. Ciclo natural del mercurio

Este es un ciclo atmosférico y la principal incorporacion del mercurio a la atmosfera
es ocasionada por el vulcanismo y al proceso de desgasificacion del mercurio
natural por sublimacion. Y a partir de la atmésfera se inhala directamente, o se
incorpora a las cadenas troficas mediante el ciclo del agua. Cuellar y Mena (2010)

1.2.14. Ciclo antropogénico del mercurio

La incorporacion del mercurio a las cadenas troficas mediante esta via es mas
amplia que el ciclo natural. El mercurio puede entrar en un ciclo atmosférico por los
vertidos industriales atmosféricos o por la combustién de carbones. También entra
directamente en el ciclo del agua mediante el vertido de los residuos a las aguas de
los rios y mares, a través de vertidos industriales o domésticos. Por otro lado, debido
al uso agricola del mercurio, esta presente como contaminante del suelo. Cuellar y
Mena (2010)

a. Bioacumulacion: este término se relaciona con la acumulacién neta en un
organismo de metales provenientes de fuente bibticas (otros organismos) o
abidticas (agua, suelo y aire). Cuellar y Mena (2010)

b. Biomagnificacion: este se relaciona con la acumulacién progresiva de ciertos
metales pesados y otras sustancias persistentes de uno a otro nivel tréfico
sucesivo. Esta relacionada con el coeficiente de concentracion en los tejidos
de un organismo depredador en comparacion con el de su presa. Cuellar y
Mena (2010)

Figura 5. Demostracion gréafica de bioacumulacién y Biomagnificacion.

Bioaccumulation

@ Contaminant Levels

=0 ~— Q>\\ —
N —) —) ‘> e l —)
= e v

@ contaminant Levels  Biomagnification

Fuente: Econoticias (2016)
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1.2.15. Digestion de muestras

Gran parte de las medidas analiticas se realizan con disoluciones acuosas del
analito. Algunas muestras pueden ser disueltas facilmente en agua o en soluciones
acidificadas o alcalinizadas. Sin embargo, existen otras muestras que requieren de
reactivos con una mayor eficiencia y tratamientos mas rigurosos. Por lo que una
digestion, busca degradar materia organica, microrganismos y material quimico
contaminante que permita una cuantificacién mas precisa. Garcia (2010)

Una digestion es una etapa previa a la cuantificacion de un analito, esta etapa del
analisis es muy delicada cuando se trabaja a nivel de traza, ya que puede
contaminar la muestra o en algunos casos se puede perder el analito, lo que puede
limitar la exactitud del andlisis. En muestras contaminadas con mercurio es delicado
realizar un tratamiento, ya que se debe considerar la volatilidad de las especies. Los
métodos mas comunes para la digestion de muestras con este analito son por
calentamiento con soluciones acuosas acidas, por calentamiento con microondas
con acidos, por ignicion a altas temperaturas en aire u oxigeno y por fusion en
medios de sales fundidas. Garcia (2010)

1.2.16. Espectrofotometria Ultravioleta Visible

Este es uno de los métodos de andlisis méas utilizados en la quimica analitica, y se
basa en la relacion que existe entre la absorcién de luz por parte de un compuesto
y su concentracion. Cuando se hace incidir luz monocromatica (de una sola longitud
de onda) sobre un medio homogéneo, una parte de la luz incidente es absorbida
por el medio y otra transmitida, como consecuencia de la intensidad del rayo de luz
sea atenuada desde la intensidad de luz incidente a la intensidad del rayo
transmitido. Garcia (2010)

Cada sustancia tiene su propio espectro de absorcion, el cual es una curva que
muestra la cantidad de energia radiante absorbida (absorbancia), por la sustancia
en cada longitud de onda del espectro electromagnético, es decir, a una
determinada longitud de onda de la energia radiante, cada sustancia absorbe una
cantidad de radiacion que es distinta a la que absorbe otro compuesto. Garcia
(2010)

1.2.17. Absorbancia

Cuando un haz de luz incide sobre un cuerpo trasltcido, una parte de esta luz es
absorbida por el cuerpo, y el haz de luz restante atraviesa dicho cuerpo. A mayor
cantidad de luz absorbida, mayor sera la absorbancia del cuerpo, y menor cantidad
de luz sera transmitida por dicho cuerpo. Gonzéalez (2010)

20



La medida de la absorbancia de una solucion es usada con mucha frecuencia en un
laboratorio, para determinar la concentracion de ciertos analitos. Cada uno de estos
analitos se hace reaccionar quimicamente con determinados compuestos, a fin de
obtener una solucion coloreada. A mayor intensidad de color, mayor sera la
absorbancia de la solucion en una determinada longitud de onda. Gonzalez (2010)

1.2.18. Resumen de la metodologia de analisis.
El método en general puede separarse en tres etapas.

En la primera etapa, llamada “Digestion de la muestra”, la muestra se digiere para
convertir todas las formas en la que se encuentra el mercurio en la muestra en iones
de mercurio (1) (Hg*?). Los iones de mercurio (Il) (Hg*?) en la muestra digerida se
convierten en vapor de mercurio en un sistema semicerrado. El vapor pasa por una
columna de absorcion activada quimicamente, donde el vapor de mercurio se
convierte en cloruro de mercurio (HgCl).

El cloruro de mercurio (HgCl2) se extrae de la columna de absorcion y se agrega un
indicador sensible. El espectrofotdmetro se coloca para la lectura de un blanco y se
lee la absorbancia de la muestra indicadora sin reaccionar. Luego se agrega un
agente complejante para liberar los iones de mercurio: complejo indicador. El
incremento en el indicador sin reaccionar causa un aumento en la absorbancia que
es proporcional a la cantidad de mercurio en la muestra original. Hach Company
(1997)

1.2.19. Detalles generales del método

La muestra es digerida con una mezcla de &cido nitrico y sulfarico. Este tratamiento
convierte al mercurio en sales de mercurio (II). El mercurio de estas sales se reduce
a estado metalico con una mezcla de sulfato de hidroxilamina o sulfato de estafio
(1. Una vez finalizado el proceso de reduccion, se bombea aire a través de la
disolucién para llevar el vapor resultante que contiene mercurio, a través de una
columna de absorcién. El vapor de agua generado es atrapado en el desecador a
modo que al final de la columna se atrapa Unicamente mercurio y agua. Luego, se
ajusta el espectro UV en 254 nm, y se procede a la lectura de la absorbancia, la
cual es directamente proporcional a la concentracion de mercurio. Villanova vy
Sogorb (2004)

El mercurio es el Unico elemento que a temperatura ambiente puede ser llevado a
su estado atdmico basal, por la accion de agentes reductores como el sulfato de
hidroxilamina. La corriente de gas inerte volatiza al mercurio y es mediante esta
accion gue se logra eliminar las interferencias de la muestra matriz. El analisis del
vapor frio de mercurio es mucho mas sensible que el andlisis mediante la
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atomizacion con llama. Es por esta razon, que para lograr un alto porcentaje de
recuperacion de mercurio se debe considerar que: el mercurio al ser un elemento
volatil, especialmente en su estado reducido, es necesario que, durante la digestion
de la muestra, se tenga una alta concentracion de un agente oxidante como el
permanganato de potasio (KMnOas) que garantice el estado oxidado, para asi
disminuir la pérdida de mercurio en esta parte del proceso que es la mas importante.
Villegas, Acereto y Vargas (2006)

1.2.20. Interferentes del método

Al igual que cualquier método analitico existen sustancia que pueden alterar la
eficiencia del método, a continuacién, se detalla una lista de las posibles sustancias
gue pueden actuar como interferente.

Tabla 1. Interferentes de la solucién matriz.

lon o sustancia Concentracion
Ag*? 7 mg/L Ag*?
Al+3 10 mg/L Al*3
Au*d 500 pg/L Au*3
Cd*? 10 mg/L Cd*?
Co*? 10 mg/L Co*?
Cr6 10 mg/L Cr*®
Cu*? 10 mg/L Cu*?

F 1.0 mg/L F

Fe*? 100 mg/L Fe*?
Mo*6 10 mg/L Mo*®
Pb*2 10 mg/L Pb*?
SiO2 100 mg/L SiO2

Fuente: Hach Company (1997)
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I[I. Planteamiento del Problema

La economia en Guatemala depende en un 17.5% de las industrias
manufactureras segun el Banco de Guatemala, 2017. Siendo el agua uno de los
recursos vitales para el sector industrial y cualquier otra actividad econoémica, y
tomando en cuenta que posterior a su uso el agua se convierte en agua residual, en
el afio 2006 se cre6 el Acuerdo Gubernativo 236-2006, “Reglamento de las
descargas y reuso de aguas residuales y de la disposicion de lodos”. En este se
establecen los parametros y sus limites maximos permitidos para regular la
descarga y el reuso de aguas residuales, y asi prevenir el impacto desfavorable
hacia el medio ambiente y mantener un equilibrio ecoldgico.

A partir de la creacion de dicho acuerdo, surge la necesidad de impulsar entes
que brinden un servicio de asesoria y andlisis para el control de las descargas de
aguas residuales. Y junto a ello, la necesidad de implementar métodos analiticos
validados o verificados para cuantificar los parametros que en el Acuerdo se
establecen.

Uno de los parametros incluidos en el Acuerdo Gubernativo entre los metales
pesados es el mercurio, su cuantificacion es muy importante puesto que este metal
no tiene ninguna funcién benéfica en los seres vivos, y en cualquier exposicion de
largo o corto plazo puede conducir a una alteracion progresiva del funcionamiento
normal de los 6rganos en donde se acumula (Garcia C., 2010). Es por ello que se
plantea la verificacion de un método analitico para la cuantificacion de mercurio en
aguas residuales por medio espectrofotometria UV con la técnica de vapor frio.

La importancia de la verificacion del método se basa en garantizar que los
resultados obtenidos sean confiables, por lo cual se evaltan criterios de desempefio
como la precisiéon y la exactitud. Por otro lado, la verificacion del método para un
laboratorio ambientalista privado conllevaria a una reduccién de costos, puesto que
el analisis de mercurio se referia a un laboratorio externo, lo cual representaba un
alto costo de andlisis.

Por esta razon se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢ Es posible
verificar un método analitico para la determinacion de mercurio en aguas residuales
por medio de espectrofotometria UV con técnica de vapor en frio?
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2.1. Objetivos

2.1.1. Obijetivo general

Verificar un método analitico para la determinacion de mercurio en aguas residuales
por medio de espectrofotometria UV con técnica de vapor en frio.

2.1.2. Objetivos especificos
a. Determinar la validez del método propuesto por medio de los siguientes
parametros de desempefio: limite de deteccion, limite de cuantificacion,

linealidad, rango, precision y exactitud.

b. Determinar la incertidumbre asociada al método de andlisis de mercurio en
aguas residuales.

c. Determinar la concentracién de una muestra problema mediante el método para
el andlisis de mercurio en aguas residuales.
2.2. Hipotesis

2.2.1. Hipotesis nula

La muestra problema present6 una concentracion entre 0.900 y 1.100 ug/L Hg.

2.2.2. Hipotesis alterna

La muestra problema no present6 una concentracion entre 0.900 y 1.100 pg/L Hg.
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2.3.

2.3

2.3

2.4.

2.4

Variables

.1. Variables independientes

a. Dilucion del estandar de referencia
.2. Variables dependientes

a. Pardmetros estadisticos para verificar el método
Limite de deteccién

Limite de cuantificacion

Linealidad

Rango

Precision

Exactitud

Incertidumbre

Muestra problema

ONOORWDNE

Definiciéon de las variables

.1. Variables independientes

Dilucién del estandar de referencia.

a.

2.4

Definicién conceptual
Una dilucion tiene como objetivo disminuir la concentracién de una disolucion
afiadiendo un disolvente. (RAE, 2018)

Definicién operacional
Variacion de la concentracién del estandar de referencia para determinar la

linealidad del método. Se realizaron seis diluciones para su determinacion.

.2. Variables dependientes

Limite de deteccion (LOD)

a.

Definicién conceptual
Este limite establece la concentracion méas baja de un analito que puede ser
detectada con un determinado grado de incertidumbre. UNODC (2010)

Definicion operacional

Concentracion mas baja de mercurio que puede ser detectada por el método.
Dimensionales: pg/L
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Limite de cuantificacién (LOD)

a. Definicion conceptual
Este es en nivel minimo de un analito que puede ser determinado con un
desempeiio aceptable. Eurachem (2016)

b. Definicion operacional
Concentracion mas baja de mercurio que puede ser cuantificada por el método.
Es decir, que puede ser aceptada. Dimensionales: pg/L

Linealidad

a. Definicion conceptual
Capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea
directamente o por medio de una transformacion matematica bien definida, a la
concentracion de analito en muestras de un intervalo dado. RTCA 11.03.39
(2006)

b. Definicion operacional
Capacidad del método analitico para establecer una relacién directamente
proporcional entre la absorbancia y la concentracion de los estandares.

Rango

a. Definicién conceptual
Es elintervalo en el cual el método proporciona resultados con una incertidumbre
aceptable. Eurachem (2016)

b. Definicion operacional
Amplitud entre la concentracion mas baja y la mas alta que puede ser
cuantificada por el método para la determinacién de mercurio.

Precision

a. Definicién conceptual
Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales
obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea o bien a
partir de varias muestras obtenidas por dilucion de la muestra bajo condiciones
establecidas. RTCA 11.03.39:06 (2006)

b. Definicion operacional

Dispersion de los datos obtenidos de una serie de repeticiones de una muestra
homogénea, puede ser determinada por repetibilidad y/o reproducibilidad de los
datos.
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Exactitud

a. Definicion conceptual
La exactitud de medicion expresa la proximidad de un Unico resultado a un valor
de referencia. Eurachem (2016)

b. Definicion operacional
Dispersion de los datos obtenidos de una serie de repeticiones de una muestra
homogénea comparado contra un valor real de referencia. Puede ser establecida
mediante la veracidad y presion del método.

Incertidumbre

a. Definicidn conceptual
La incertidumbre es el parametro asociado al resultado, en otras palabras,
caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser
atribuidos al analito. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010)

b. Definicion operacional

Errores aleatorios que pueden ser determinados durante todo el proceso de
cuantificacion del mercurio.

Muestra problema

a.

b.

Definicién conceptual
Parte representativa del sistema material objeto de estudio, de variable con valor
conocido. Pérez (2014)

Definicion operacional
Muestra representativa, objeto de estudio de concentracion conocida.
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2.5. Alcances y limites

2.5.1. Alcances

El estudio de investigacién se centrd en la verificacion del método 10065 de HACH
para la determinacion de mercurio. Dicho método fue implementado en un
laboratorio privado en donde Unicamente se vario el espectrofotometro UV en donde
se realizarian las lecturas, por esta razon fue necesaria la verificacion del método.

Para la verificacion del método se utilizd un estandar de referencia no certificado
con concentracion de 1000 + 10 mg/L de Hg y a partir de este se realizaron ocho
diluciones para determinar los diferentes parametros de referencia establecidos.

Se construyé un diagrama cualitativo: diagrama de Ishikawa, para establecer las
distintas fuentes de incertidumbre que afectan al método. Y fue a partir de estas
fuentes que se estableci6 la incertidumbre del método.

Por ultimo, se analiz6 una muestra problema agregando a una muestra libre de
mercurio el estandar de referencia con una concentracion de 1.0 ug/L, para
confirmar el correcto funcionamiento del método y asi confirmar la hipotesis
establecida.

Es necesario resaltar que el presente estudio se centré en verificar un método
analitico, por lo que no incluye un analisis ni estudio técnico-econémico.

2.5.2. Limites

La contaminacion de mercurio en aguas residuales es limitada, es decir, no se han
identificado muestras que contengan mercurio, esto al menos en las muestras
analizadas en el laboratorio privado en donde se realiz6 el estudio. Es por ello que
fue necesaria la preparacion de muestras problemas para evaluar los parametros
de desempefio antes detallados. Las muestras problema fueron preparadas a partir
de agua desmineralizada y también de aguas residuales que fueron previamente
analizadas por un laboratorio externo y que se encontraban libres de mercurio.

La experimentacion del presente trabajo fue realizada en las instalaciones de un
laboratorio privado de analisis ambiental, por lo cual se optimizaron los recursos. El
kit para realizar la técnica de vapor en frio fue adquirido por dicho laboratorio, y se
contaba con el equipo basico para la ejecucion del método. El kit utilizado para la
verificacion del método incluye reactivos (Detallados en la Tabla 1) los cuales
presentan la limitante de no indicar la cantidad, ni la concentracion del componente
principal de los mismos. Por ello, fue necesario contactar con los proveedores
guienes no dieron una respuesta favorable.
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El método 10065 de HACH es el Unico con el que cuenta el laboratorio privado para
la determinacion de mercurio en aguas residuales. Ademas, es de resaltar que se
realizaron las repeticiones y experimentos minimos, y permitidas del método debido
a la limitante de insumos que el laboratorio privado establecio.

Por otro lado, no se determiné la reproducibilidad, ni la robustez del método debido
a que el laboratorio no cuenta con otro analista con las capacidades técnicas
necesarias para ejecutar el método.

2.6. Aporte

A la sociedad guatemalteca y a las personas especializadas en el andlisis de
metales pesados en aguas residuales, la presentacion de un método verificado para
la determinacion de mercurio (a nivel de trazas) utilizando un espectrofotometro UV.

Al laboratorio privado, la implementacion de un meétodo verificado para la
determinaciéon de mercurio en aguas residuales de tipo ordinario y especial,
cumpliendo los requisitos necesarios para optar a una acreditacion en el futuro.

A los laboratorios ambientalistas y a la industria en Guatemala dedicados al analisis
de aguas residuales, la informaciobn sobre un método verificado para la
cuantificacion de mercurio en un espectrofotometro UV.

A la Universidad Rafael Landivar, a los estudiantes y a las personas interesadas en
ampliar la investigacion, se presenta el aporte de conocimientos e informacion sobre
la verificacion de un método analitico para la determinacion de mercurio en aguas
residuales por medio la técnica de vapor en frio y lectura en un espectro UV.
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3.1.

3.1.1.

lll.  Método
Sujetos y unidades de analisis

Sujetos

Personas con experiencia en el campo de estudio

a.

3.1.2.

Licenciada Mayra Benitez, graduada en Licenciatura en bioquimica y
microbiologia, gerente de laboratorio privado con amplia experiencia en
validacion de métodos y auditorias internas.

Doctor Juan Carlos Quijano, profesor de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Alimentarias de la Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia. Con amplia experiencia en la validacion y verificacion de método
analiticos y experiencia en auditorias de Normas ISO.

Unidades de andlisis

Estandar de referencia con concentracion de 1000 mg/L utilizado para la
verificacion del método.

Investigaciones y otras fuentes de informacion tanto fisicas como
electronicas, utilizadas como referencias para el disefio del plan de
verificacion.

Politica para la seleccion y validaciéon de métodos de ensayo de la Oficina
Guatemalteca de Acreditacion: OGA-GEC-016.

Método 10065 para la cuantificaciéon de Mercurio de HACH.

e. Guia EURACHEM: La adecuacion al uso de lo método analiticos.

Norma ISO 17025-2005, Requisitos generales para la competencia de
laboratorios de ensayo y calibracion.

30



3.2. Instrumentos

Tabla 2. Equipos utilizados.

Equipo Uso Descripcion llustracién
Marca AND
Pesaje de modelo HR200.
Balanza analitica rez_ictivc_)s para (_Zapacidad
digestion de | méaxima de 210 g,
muestras incertidumbre de
+0.00005 g.

Marca Thermo
Scientific, Modelo

Utilizada para 321355?655

la digestion de elect%énica de
Estufa agitadora la muestra
: temperatura
(Calentamiento h .

agitacion) asta 540°C y

y ' velocidad de
agitacion hasta

1200 rpm.

Utilizado para | Marca Millipore,

Espectrofotometro | la lectura de modelo Pharo
uv concentracion | 300. Lectura con
muestras. UV-Visible.

Utilizada para Marca Millipore,

Bomba de vacio | la reaccion de modelo
vapor en frio WP6111560.
P . 115V/60 Hz.

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Tabla 3. Instrumentos de laboratorio utilizados.

Instrumento \ Descripcion llustracion

Utilizada para la medicion de

Probeta volumen en la metodologia. 50
graduada
+ 0.5.
PN
Espatulas Utilizadas para Ia.manlpulamon
de reactivos.
Utilizadas para la medicion de
Pipetas volumen en la metodologia. AN
5+0.05y 10 + 0.05.
De 2 L utilizado para la
Erlenmeyer

digestidon de las muestras.

Probeta de 10 £ 0.1,
esmerilada, utilizada para
colectar la muestra.

Probeta con
esmerilado
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Botella de lavado
de vapor en frio

Utilizado en el equipo de vapor
en frio para contener la
muestra.

Utilizado en el equipo de vapor

Columng,de en frio para absorber trazas de
absorcion
Hg.
Fuente: elaboracion propia (2018)
Tabla 4. Utensilios utilizados.
Utensilio llustracion
Pipeteador

Soporte universal, pinzas y anillo

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Tabla 5. Reactivos utilizados en la metodologia.

Reactivo Descripcion
Acido sulfdrico 97 — 98% grado analitico y en solucién 0.5 N
Acido nitrico 65% grado analitico

Peroxodisulfato de potasio

Grado analitico.

Permanganato de potasio

Grado analitico.

Cloruro de hidroxilamonio

Grado analitico. (0.000001%)

Sulfato de estafio *

Reactivo A HgEXx. Solucién en ampollas

Hipoclorito de sodio *

Reactivo C HgEXx. Solucion.

Carbonato de sodio y Nitrito de sodio *

Reactivo 3 HgEX en sobre.

Yoduro de potasio y Cloruro de sodio *

Reactivo 4 HgEX en sobre. Indicador.

Hidréxido de sodio en solucion *

Reactivo 5 HgEX en solucion.

L-Cisteina y Cloruro de sodio *

Reactivo 6 HgEX en sobre.

*Se desconoce la concentracién de los reactivos.

Fuente: elaboracion propia (2018)
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3.3. Procedimiento

3.3.1. Metodologia de analisis

Diagrama 1. Proceso de digestion de la muestra.

AT s s TR
( Inicio )
SN 5L

i

Transferir un litro de muestra en Erlenmeyer de 2 L.

v

Adicionar 50 mL de acido sulfurico concentrado y mezclar.
Luego, adicionar 25 mL de acido nitrico concentrado.

\ 4

Adicionar 4.0 g de Peroxodisulfato de potasio y disolver.

\ 4

Adicionar 7.5 g de Permanganato de potasio y disolver.

}

Cubrir el Erlenmeyer, dejar agitando y calentado en estufa
de agitacién temperatura de 90°C por dos horas.

\ 4

Pasada las dos horas: retirar el Erlenmeyer de estufa y dejar
enfriar a temperatura ambiente.

\ 4
Con la muestra fria: Regresar el Erlenmeyer a la estufa 'y

adicionar en porciones de 0.5 g Cloruro de hidroxilamonio
hasta que el color purpura desaparezca.

\ 4

Transferir muestra digerida a botella
de lavado de vapor en frio.

Fuente: elaboracion propia (2018)



Diagrama 2. Proceso de reaccion vapor en frio.

Q Inicio )

i

Armar el sistema de vapor en frio con la muestra dentro de
la botella de lavado de vapor en frio.

Y

Conectar bomba de vacio al sistema y limpiar la columna
con solucion de acido sulfurico aplicando vacio 10 segundos

\ 4

Conectar al sistema la probeta de 10mL y pipetear 2mL de
Reactivo C HgEx en la columna de absorcion.

\ 4

Afadir ampolla con solucidn de sulfato de estafio dentro de
la botella de lavado de vapor en frio.

Aplicar vacio al sistemay a partir de la formacién de
burbujas en la botella de lavado de vapor en frio dejar
reaccionar por 5 minutos.

Pasado el tiempo de reaccién: Desconectar columna del
sistema de vapor en frio y pipetear 8mL de solucién de
acido sulfurico en la columna de absorcion.

Aplicar vacio a la columna de absorcion y
recolectar hasta 10mL en la probeta graduada.

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Diagrama 3. Reaccion final y lectura en espectro UV.

<l 5 SR
( Inicio )
& i

En la probeta de 10mL y con ayuda de un embudo: agregar
un sobre del Reactivo 3 HgEx y mezclar hasta disolver.

\ 4

Agregar con ayuda del embudo un sobre
del Reactivo 4 HgEx y mezclar hasta disolver.

\ 4

Agregar 8 gotas del Reactivo 5 HgEx dentro de la probeta
graduada de 10mL y mezclar.

\ 4

Dejar reaccionar por 2 minutos en la probeta de 10mL.

|

Pasados los dos minutos: transferir solucion a una celda de
cuarzo de 10mm y leer en el espectro como blanco.

!

Devolver solucién a probeta de 10mL y agregar un sobre del
Reactivo 6 HgEx y mezclar.

!

Transferir solucion en celda de cuarzo de 10mm vy leer
concentracion de mercurio. Anotar lectura.

Fuente: elaboracion propia (2018)

37



Diagrama 4. Método de analisis de solucion estandar

CInicio

-

Trasferir 800 mL de agua desmineralizada (libre de Hg) a la
botella de lavado de vapor en frio.

|

Agregar 50 mL de acido sulfarico concentrado y 25 mL de
acido nitrico concentrado al agua y mezclar.

|

Pipetar 10 mL de soluci6n estandar de Hg 0.1 mg/Len la
botella de lavado de vapor en frio y mezcla bien.

{

Armar el sistema de vapor en frio con la muestra estandar
dentro de la botella de lavado de vapor en frio.

|

Conectar bomba de vacio al sistema y limpiar la columna
con solucion de acido sulfurico aplicando vacio 10 segundos

|

Conectar al sistema la probeta de 10mL y pipetear 2mL de
Reactivo C HgEx en la columna de absorcion.

|

Afadir ampolla con solucidn de sulfato de estafio dentro de
la botella de lavado de vapor en frio.

Aplicar vacio al sistema y a partir de |la formacion de
burbujas en la botella de lavado de vapor en frio dejar
reaccionar por 5 minutos.

Pasado el tiempo de reaccion: Desconectar columna del
sistema de vapor en frio y pipetear 8mL de solucién de
acido sulfurico en la columna de absorcion.

Aplicar vacio a la columna de absorcion y
recolectar hasta 10mL en |a probeta graduada.

'

En la probeta de 10mLy con ayuda de un embudo: agregar
un sobre del Reactivo 3 HgEx y mezclar hasta disolver.

}

Agregar con ayuda del embudo un sobre
del Reactivo 4 HgEx y mezclar hasta disolver.

Agregar 8 gotas del Reactivo 5 HgEx dentro de la probeta
graduada de 10mL y mezclar.
Dejar reaccionar por 2 minutos en la probeta de 10mL.

Pasados los dos minutos: transferir solucion a una celda de
cuarzo de 10mm y leer en el espectro como blanco.

|

Devolver solucién a probeta de 10mL y agregar un sobre del
Reactivo 6 HgEx y mezclar.

|

Transferir solucion en celda de cuarzo de 10mm vy leer
concentracion de mercurio. Anotar lectura.

(A
Fuente: elaboracion propia (2018)
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T
C Inicio )

.
_—

Prepara: Estandar de

referencia a 10 mg/L.

A

Y

Agregar 1 mL de acido nitrico concentrado

en un baldn afo

rado de 500 mL.

!

Diluir 5 mL del estandar de
agua destilada en baldn afora

mercurio de 1000 mg/L con
do de 500 mL y mezclar bien.

A

Prepara: Estandar de

referenciaa 1 mg/L.

\ 4

Agregar 0.2 de acido nitrico concentrado
en un balén aforado de 100 mL.

\ 4

Diluir 10 mL del estdndar de mercurio de 10 mg/L con agua

destilada en baldn aforado

de 100 mL y mezclar bien.

\ 4

Prepara: Estandar de referenciaa 0.1 mg/L.

\ 4

Agregar 0.2 de 4cido nitrico concentrado
en un balén aforado de 100 mL.

\ 4

Diluir 10 mL del estandar de mercurio de 1 mg/L con agua

destilada en baldn aforado

de 100 mL y mezclar bien.

Fuente: elaboracion

fuente propia (2018)

Diagrama 5. Método de preparacion de estandar 0.1 mg/L a partir de 1000 mg/L.
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3.4.

Disefio y metodologia estadistica

3.4.1. Disefio experimental
Tabla 6. Detalle de experimentos realizados.

# Experimento

Descripcion

Tratamiento

Repeticiones

Experimento #1
Determinacion
del limite de
deteccion

Se realizaron una serie de
repeticiones con la
concentracion mas baja
establecida con el estandar
de referencia (0.1 pg/L).

Reaccion de

vapor en frio.

6 repeticiones con
la concentracion
mas baja. (Ideal 10
repeticiones).

Experimento #2
Determinacion

Se identificé a partir de los

6 repeticiones con
la concentracion

del limite de datos optenldos en el No requiere mas baja. (Ideal 10
SR experimento #1. ‘L
cuantificacion repeticiones).
Se realizaron distintas 6 corridas con 2
Experimento #3 | corridas con el estandar de . repeticiones por
Reaccion de

Determinacion
de la linealidad

referencia utilizando las
siguientes concentraciones:
(0.1,1,1.5,2.0,25y3.0) ug/L

vapor en frio.

punto del estandar
de referencia. (Ideal
2 a 3 repeticiones)

Experimento #4

Con los experimentos #3 y
#4 se determind la

Determinacion concentracion mas baja y No requiere No aplica
del rango alta que puede ser
cuantificada.
. Se realizaron una serie de .
Experimento #5 " . *5 repeticiones de la
repeticiones a una muestra | Reaccion de

Determinacion
de la precision.

problema de concentracion
conocida.

vapor en frio.

muestra problema.
(6 a 15 repeticiones)

Experimento #6

Se termind a mediante a los
datos obtenido en el

Determinacion . No requiere No aplica
) experimento #5 y el sesgo
de la exactitud. .
entre los mismos.
Experimento #7 | Se determinaron los errores
Determinacion aleatorios y sistematicos a | Reaccion de :
) . . No aplica.
de la partir de los experimentos | vapor en frio.
incertidumbre #3 'y #5.

Experimento #8
Analisis de una
muestra
problema.

Se realizaron una serie de
repeticiones de cinco
muestras problema
contaminadas con el
estandar de referencia. Se
utilizaron los datos del
experimento #5

Reaccion de

vapor en frio.

*5 repeticiones de la
muestra problema.

*No fue posible realizar mas repeticiones por limitaciones de recursos del laboratorio.
**De acuerdo con Eurachem, (2016) se cumple con las repeticiones minimas para considerar

vélidos los resultados obtenidos en cada experimento.

Fuente: elaboracion propia (2018)
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3.4.2. Descripcion de las unidades experimentales

Concentracion: La concentracion del material de referencia certificado fue la Unica
variable experimental que sufrid variacion durante la ejecucion de los distintos
experimentos y esta variaciéon dependié del parametro a evaluar. EI material de
referencia certificado tiene una concentracion de 1000 = 10 mg/L Hg.

3.4.3. Variable respuesta

La variable respuesta obtenida en cada uno de los experimentos realizados fue la
absorbancia. Solamente se obtuvo esta variable respuesta puesto que solamente
existe una variable experimental.

3.4.4. Metodologia de analisis
Experimento #1 — Determinacion del limite de deteccion.

a) Previo a la determinacion del limite de deteccion se calcula el valor critico.
Este se determind utilizando un nivel de confianza del 95%, con grado de
libertad infinito.

LC=t(1—-—a;v) =S, Si:t (0.05,00) - 1.645

LC =1.645*S,
Eurachem (2016)

b) Se calculd la mediay la desviacion estandar de los valores obtenidos durante

la experimentacion.
s = *(X; — X)2 7 X
© n—1 n

Eurachem (2016)
c) Se calculé el limite de detencion a partir de la siguiente ecuacion.
LOD =2+ LC * S, Si: LC = 1.645 * S,

LOD =3.29+%S,
Eurachem (2016)

Siendo:

LC = Valor critico

t =t Student

1 — a = Probabilidad b

v = grados de libertad

LOD = Limite de deteccion
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S, = Desviacién estandar

X = Media de los valores

X; = Valores obtenidos en las lecturas

n = Numero de valores obtenidos en las lecturas.

Experimento #2 — Determinacion del limite de cuantificacion.
Se determind mediante la siguiente formula:
LOQ =10 xS,
Eurachem (2016)
Siendo:
LOQ = Limite de cuantificacion
So = Desviacion estandar

Para el célculo de este limite se considera que cualquier medicion que se realice
dard un valor que presentard una desviacion estandar relativa que generalmente
sera del 10%. Este valor puede variar y se adecuara segun lo considere el analista;
otros valores utilizados es 5% 0 6%. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010).

Experimento #3 — Determinacion de la linealidad

Se analizaron 6 concentraciones distintas y espaciadas uniformemente, y se
efectuaron 2 corridas por cada concentracién. Estas concentraciones (x) dieron
como variable respuesta una absorbancia (y). A partir de estos datos se determiné
el promedio de las 2 corridas y se construy6 un grafico de la absorbancia (eje y) en
funcién de la concentracion (eje x).

Se utilizé el criterio del coeficiente de determinacion (r?) para establecer si el método
en cuestion presenta una correlacion lineal. El coeficiente de determinacion indica
el grado de relacion entre la variable concentracion (x) y la variable absorbancia (y)
de la curva de calibracién. El rango de valores que puede alcanzar este coeficiente
es de 0 a +1. El resultado de este coeficiente indicaré el porcentaje de la variacion
de una variable debido a la variacion de la otra y viceversa. El valor maximo +1
indica una correlacion positiva perfecta con una pendiente positiva. Y cuando el
valor del coeficiente es igual a 0, no existe ninguna correlacién entre las variables,
lo que indica una independencia total de las variables. Guia Técnica N°1 del ISPCH
(2010). Por lo tanto, se utilizé el siguiente criterio para establecer que el método
presenta una correlacion lineal 2 > 0.9950.

No fue necesario realizar un analisis de t-Student ya que el coeficiente de
correlacion y determinacion superan al criterio establecido y son pruebas
representativas que demuestran que el método es lineal.
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Experimento #4 — Determinacion del rango

Este se determiné mediante la curva de calibracién.

Experimento #5 — Determinacion de la precision

Se realizaron 5 repeticiones utilizando una muestra problema contaminada con
0.1pg/L de Hg, para determinar la precision del método mediante su repetibilidad.
Con los datos obtenidos se obtuvo la media y la desviacion de los datos y se calcul
el porcentaje del coeficiente de variacion.

So
(yCV:T
° X

Maroto (2002)
%CV = Porcentaje coeficiente de variacion
So = Desviacion estandar
X = Media de los datos obtenidos

Luego, se calculé el coeficiente de variacibn maximo que indica el porcentaje
maximo para establecer que el método es altamente preciso. Este se determind
mediante el coeficiente de variacion de Horwitz.

%CV,y = 2[1-(05410g()]

Maroto (2002)

%CVy = Porcentaje coeficiente de variacion de Horwitz.
) -, myg
z = Dato promedio de la concentracién en -

Por ultimo, se utilizé el siguiente criterio para determinar la precision del método.

, %CVy
St > %CV <

—  Elmétodo es altamente preciso.

Eurachem (2016)

El criterio de aceptacion utilizado para establecer la precision fue el coeficiente de
Horwitz, este coeficiente es usado comunmente para evaluar la reproducibilidad de
un método, la cual no fue evaluada en este estudio por las razones detalladas en
las limitantes del estudio. A pesar de esto, el coeficiente de Horwitz puede ser
utilizado como criterio de aceptacion para establecer la precision mediante
repetibilidad utilizando como limite la mitad del valor del coeficiente. Por otro lado,
solamente se realizaron 5 repeticiones ya que el laboratorio establecié un limite de
reactivos destinados para la verificacion del método.
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Experimento #6 — Determinacion de la exactitud

Previo a la determinacién de la exactitud se realizé la determinacion de la veracidad
del método. Para determinar la veracidad del método se determiné el sesgo de los
valores de concentracion obtenidos en el experimento #5. Entre menor sea el sesgo
de los datos, mayor veracidad tendra el método.

s=X—-Xr)
Eurachem (2016)
s = Sesgo
X = Concentracion obtenida de cada repeticién
X1 = Concentracién teodrica del estandar de referencia

Para confirmar la veracidad del método se realizé una prueba de t-Student bajo el
siguiente criterio:

texp < tref
X_XT
lexp = S/\/ﬁ

Eurachem (2016)

texp = t calculada a partir de datos experimentales

Xr = Concentracion del estantar de referencia
X = Concentracién promedio de los datos experimentales
S = Desviacion estandar de los datos experimentales

n = namero de datos experimentales evaluados

El valor critico (t,.r) se obtuvo del Anexo C, para un nivel de confianza del 95% y
con 4 grados de libertad (n-1).

Para determinar la exactitud del método se considera el grado precision obtenido
en el experimento #5 y el grado de veracidad obtenido en este experimento. Si el
meétodo es altamente preciso y veraz se dice que es un método exacto.

Es importante mencionar que tanto para el experimento #5 como el #6, los valores
establecidos como criterios maximos, son los limites para establecer si el método
es altamente preciso y veraz.
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Experimento #7 — Determinacion de la incertidumbre

Se determinaron dos tipos de errores para establecer la incertidumbre el método.

a)

b)

Error aleatorio (Tipo A): Este error es producido por las distintas repeticiones
de las lecturas realizadas.

Se utiliza la siguiente ecuacién para determinar la incertidumbre estandar
generada por de las repeticiones de los experimentos anteriores:

So
U = —=

Vn
Eurachem (2016)

u; = incertidumbre estandar
S, = Desviacion estandar de las mediciones
n = numero de mediciones

Error sistemético (Tipo B): Este error es producido por los equipos y el
material volumétricos utilizado en la metodologia. Los cuales son: balanza
analitica, pipeta volumétrica de 10 mL y de 5 mL, probeta volumétrica de
50mL y el espectrofotémetro.

Primero se determina la incertidumbre estandar de los instrumentos y
equipos mencionados y se procede a determinar la incertidumbre combina
mediante la siguiente ecuacion:

Ucombinada = \/(Ua)z + (Ub)z
Eurachem (2016)
U, = Incertidumbre tipo A

Uy, = Incertidumbre tipo B

Con el valor de la incertidumbre combinada se procedié a determinar la
incertidumbre expandida del método. Se utilizé6 un nivel de confianza del
95%, lo cual da un factor de cobertura (k) de 2.

Uexpandida = k * Ucombinada

Eurachem (2016)
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Experimento #8 — Analisis de una muestra problema.

Este experimento se realizd con la finalidad de confirmar la hipotesis nula: “La
muestra problema present6 una concentracion entre 0.900 y 1.100 pg/L Hg.”

Los datos fueron obtenidos del experimento #5 en donde se analiz6 una muestra
problema contaminada con el estandar de referencia. La muestra problema se
preparé cada vez que se analizaria y fue variandose la base de la muestra,
utilizando agua destilada y muestras de agua residual verificadas como libres de
mercurio dejado constante la concentracion de mercurio agregada. Se determino el
promedio de los datos obtenidos y se comparo6 para aceptar o rechazar la hipétesis
planteada.

H,: 0900 < 6 <1.100

H;: 0900 < 8 6 6 >1.100
H,: Hipotesis nula
H;: Hipdtesis alterna

0:parametro de referencia (Concentracion).
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IV. Presentacion y Analisis de Resultados

4.1. Linealidad del método

Tabla 7. Datos experimentales de linealidad.

No. Corrida 1 Corrida 2
Concentracion (ug/L) | Absorbancia | Concentracion (ug/L) | Absorbancia

0 0.0 0.649 0.0 0.649

1 0.1 0.674 0.1 0.676

2 1.0 0.859 1.0 0.858

3 15 0.925 15 0.926

4 2.0 1.025 2.0 1.016

5 2.5 1.120 2.5 1.103

6 3.0 1.187 3.0 1.192

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 8. Datos experimentales promedio de linealidad.

Promedio
No. Concentracion (ug/L) |Absorbancia (Cj:oeflm_entelgle
eterminacion
0 0.0 0.649
1 0.1 0.675
2 1.0 0.859
3 15 0.926 0.9977
4 2.0 1.021
5 2.5 1.112
6 3.0 1.190

Fuente: elaboracion propia con base en Tabla 7 (2018)

A partir del siguiente criterio 72 > 0.9950, se comprueba que el método en cuestion
es un meétodo lineal, ya que su coeficiente de determinacion es mayor al criterio
establecido. (r? = 0.9977).
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Diagrama 6. Curva de calibracién del método.

Curva de calibracion - Concentracidon vs absorbancia
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Fuente: elaboracion propia con base en datos de Tabla 8 (2018)

No se realiz6 el analisis de t-Student ya que el coeficiente determinacién superé al
criterio establecido y es una prueba representativa que demuestran que el método

es lineal. (Ver Diagrama 6).

4.2. Limite de deteccidon y limite de cuantificacién
Tabla 9. Limites del método.
Descripcion Dato
Limite de deteccién (LOD) 0.039 pg/L
Limite de cuantificacion (LOQ) 0.119 ug/L
Fuente: elaboracién propia (2018)
4.3. Rango del método.
Tabla 10. Limite inferior y superior.
Descripcion Dato
Limite inferior 0.119 ug/L
Limite superior 3.000 ug/L

Fuente: elaboracion propia con base en Diagrama 7 (2018)
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4.4. Precision del método.

Tabla 11. Repetibilidad del método.

Corrida

Concentracion (ug/L)

Promedio (ug/L)

Desviacién

CV%

%CVH

1

0.982

1.014

0.974

0.993

g iwiN

1.008

0.994

+0.0169

1.70%

5.66%

%CV < (%CVH / 2) = El método es altamente preciso

* %CVu: Coeficiente de variacion de Horwitz.
Fuente: elaboracion propia (2018)

El porcentaje del coeficiente de variacién es menor que la mitad del porcentaje del
coeficiente de variacion de Horwitz. Por lo tanto, cumple con el criterio de aceptacion
y se demuestra que el método es altamente preciso.

4.5. Exactitud del método.

Tabla 12. Exactitud y sesgo.

Descripcion | Concentracion (ug/L) | Sesgo
Corrida 1 0.982 -0.018
Corrida 2 1.014 0.014
Corrida 3 0.974 -0.026
Corrida 4 0.993 -0.007
Corrida 5 1.008 0.008

Media 0.994
DeS\{IaCIOI’l +0.0169
estandar
t experimental -0.768
1 critica (0=0.05) 2.132
Se acepta la prueba. (t experimental < t critica)

Fuente: elaboracion propia (2018)

Al aceptar la prueba t-Student se demuestra que el método es exacto.
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4.6. Incertidumbre del método

Tabla 13. Incertidumbres.

Descripcion Dato
Incertidumbre combinada + 0.033 pg/L
Incertidumbre expandida + 0.066 pg/L

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Diagrama 7. Ishikawa para evaluar las posibles fuentes de incertidumbre.
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Fuente: elaboracién propia (2018)

51



4.7.

Muestra problema

Tabla 14. Datos obtenidos del analisis de muestra problema.

Corrida | Concentracién (ug/L) | Absorbancia | Promedio (ug/L)
1 0.982 0.836
2 1.014 0.841
3 0.974 0.834 0.994
4 0.993 0.838
5 1.008 0.840

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 15. Analisis ANOVA para la concentracion experimental obtenida en
funcién de la concentracion tedrica esperada.

Origendelas | Sumade | Grados de Promedio de F Probabilidad | Valor critico
variaciones | cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 8.41E-05 1 8.41E-05 | 0.5898 0.4646 5.3177

Dentro de los 0.00114 8 0.0001426

grupos

Total 0.00122 9

Fuente: elaboracion propia (2018)

Para el analisis ANOVA de un factor se utilizé un nivel de significacién de 5% y como
se puede observar: el valor de F obtenido es menor que el valor de F critica
(0.5898 < 5.3177), por lo tanto, no existe diferencia significativa en la concentracién
determinada para la prueba de hipotesis.

Con base en el andlisis ANOVA vy el resultado obtenido del analisis: se acepta la
hipétesis nula ya que cumple con las condiciones establecidas
H,:0.900 < 0.994 < 1.100. Ademas, se confirma el correcto funcionamiento del
método evaluado.
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V. Discusion de Resultados

El presente estudio demuestra que el método para la cuantificaciéon de mercurio
en aguas residuales via espectrofotometria UV, con técnica de vapor en frio, es un
meétodo confiable y practico para su implementacién dentro de un laboratorio. El
objetivo principal fue la verificacion de dicho método mediante el analisis de
parametros de desempefio seleccionados. Ademas, se cuantificO una muestra
problema para la confirmacién del buen funcionamiento del método.

Este método es uno de los métodos mas utiles para la determinacion de mercurio
ya que aprovecha la baja solubilidad del mercurio en la mezcla de reaccion y su alta
presion de vapor (2x10-3 torr a 25°C). Villanova y Sogorb (2004). El mercurio es el
anico elemento que a temperatura ambiente puede ser llevado a su estado atdbmico
basal, esto puede ser provocado por la acciébn de agentes reductores como el
NaBH4 o el SnClz. Este ultimo es el que se utiliza en el método actual. Villegas,
Acereto y Vargas (2006)

El método se divide en tres fases, la primera fase es la fase de digestion, la
muestra a analizar se digiere con una mezcla de &cido nitrico, &cido sulfurico,
Peroxodisulfato de potasio y permanganato de potasio. Este tratamiento convierte
al mercurio en sales de mercurio (ll). Luego, el mercurio de estas sales se reduce a
estado metélico con una mezcla de cloruro de hidroxilamonio y cloruro de estafio.
Una vez finalizado el proceso de reduccidn, inicia la fase dos (reaccion de vapor en
frio), en donde aprovechando las propiedades del mercurio se bombea aire a través
de la disolucion para llevar el vapor resultante, que contiene mercurio, a través de
una columna de absorcidén quien solamente deja pasar al mercurio y aire, hasta una
probeta, en donde el vapor de mercurio es convertido en cloruro de mercurio.
Villanova y Sogorb (2004). Es aqui en donde inicia la tercera fase (fase del analisis
colorimétrico), la solucion colectada en la probeta se hace reaccionar con los
reactivos identificados en el Diagrama 3, y se realiza la lectura de la concentracion
de mercurio en un espectrofotébmetro UV.

El objeto de estudio es un método normalizado que fue afectado por una
alteraciéon menor, la cual fue el cambio del espectrofotometro de lectura. Por esta
razon surgié la necesidad de confirmar la confiabilidad del método. De acuerdo con
la Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010), la verificacion tiene como objetivo comprobar
que el laboratorio domina el método de ensayo normalizado y lo utiliza
correctamente. Por lo tanto, para determinar la confiabilidad del método se decidio
realizar una verificacion de este, empleando Unicamente las pruebas que evidencien
que la variacion realizada no afecta al método.

Para poder demostrar validez del método se seleccionaron los siguientes
pardmetros de desempefio: limite de deteccién, limite de cuantificacion, linealidad,
rango, precision y exactitud. Estos parametros son considerados basicos para poder
confirmar la validez del método y fueron seleccionados con base en el Anexo E.
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Previo al analisis de los parametros de desempefio establecidos fue necesario
la preparacion de las muestras con el estandar de referencia. Para el estudio se
utilizd una solucion estandar de referencia certificada, con concentracion de
1000+£10 mg/L de Hg*2.

Primero fue necesario diluir el estandar de referencia de 1000 + 10 mg/L de Hg*2.
hasta una concentracién de 0.1 mg/L de Hg*?, de acuerdo con el procedimiento
establecido en el Diagrama 5. Es a partir de esta concentracion del estandar de
referencia que se preparan las distintas diluciones necesarias para la preparacion
de las muestras a evaluar. Para evaluar los parametros de desempefio establecidos
era necesario preparar muestras contaminadas con el estdndar de referencia, en
distintas concentraciones. Estas muestras fueron preparadas utilizando agua
desmineralizad empleando el procedimiento detallado en el Diagrama 4.

Una vez preparada la muestra, se procede al andlisis de esta y asi evaluar los
diferentes pardmetros de desempefio. El método para la cuantificacion de mercurio
consta de tres fases: fase de digestion, fase de vapor en frio y fase de lectura en
espectrofotometro. Para el analisis de los parametros de desempefio el método
inicia desde la fase dos ya que la muestra se encuentra contaminada y con los iones
de mercurio libre. En los Diagrama 1, 2 y 3 se detalla el procedimiento que lleva
cada una de las fases del método.

El primer parametro de desempefio evaluado fue la linealidad del método. Para
establecer la linealidad se prepararon 6 muestras del estandar de referencia con las
siguientes concentraciones: 0.1pg/L, 1.0 pg/L, 1.5 pg/L, 2.0 pg/L, 2.5 pg/L y 3.0 pg/L.
Para cada una de estas concentraciones se realizaron dos corridas, obteniendo
como resultado dos absorbancias por punto analizado, las cuales se muestran en
la Tabla 7. A partir de estos datos se calculo la media de las absorbancias obtenidas
en las dos corridas realizadas. (Ver Tabla 8)

En el Diagrama 7, se muestra la curva de calibracion del método, construida con
los datos de la Tabla 8. A simple vista se puede observar un comportamiento lineal,
y para poder confirmar dicho comportamiento se utilizé el criterio del coeficiente de
determinacion que debia ser mayor a 0.9950 (r?= 0.9950). El valor experimental del
coeficiente de determinacion es de 0.9977, por lo tanto, se confirma que el método
en un rango entre 0.0 pg/L y 3.0 pg/L presenta un comportamiento lineal. Ademas,
en el Diagrama 7, se presenta la ecuacion lineal de la curva de calibracion, la cual
es: (y = 0.1796x + 0.6593). Se considerd que no era necesario realizar otra prueba
de confinacion para aceptar la linealidad del método ya que el coeficiente de
determinacion experimental superd considerablemente el criterio establecido.

Al obtener la linealidad del método se establecié el limite de deteccion y el limite
de cuantificacion. El limite de deteccion establece la concentracion minima que el
meétodo es capaz de detectar, y el limite de cuantificacion establece la concentracion
minima que el método es capaz de cuantificar, es decir de arrojar un valor cercano
al real. Para determinar dichos limites se realizaron 6 repeticiones utilizando la
concentracion mas baja que el método permita, para este caso la concentracion
mas baja utilizada fue de 0.10ug/L.
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Enla Tabla 9, se muestra que el limite de deteccion (LOD) del método es 0.039ug/L,
y el limite de cuantificacién (LOQ) es 0.119 ug/L.

Luego, se evalué el rango de medicion del método. Segun la Guia Eurachem
(2016), el rango o intervalo de trabajo es el intervalo en el cual el método
proporciona resultados con una incertidumbre aceptable. Este se establecié con
base en el limite de cuantificacion y la linealidad del método. En la Tabla 10, se
puede observar que el rango de medicion del método es de 0.119 pug/L a 3.000 pg/L.

Como ya se menciond, el método en cuestion es un método normalizado, el cual
tiene un rango de medicion de 0.1 pg/L a 2.5 pg/L. Se puede observar que este
rango es similar al rango experimental encontrado, pero con la variacion que el
método verificado utiliza dos decimales més. Este aumento en los decimales es
provocado por el espectrofotometro UV utilizado, ya que tiene la capacidad de
entregar hasta tres decimales, lo cual hace que el método presente valores mas
exactos. Es por esta razén que, los resultados de concentracion presentados en la
seccion anterior cuentan con esta cantidad de decimales.

Segun la Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010), la precision de un método puede
ser determinada en términos de repetibilidad y/o reproducibilidad. Para la
determinacion de la precision del método en cuestién se realiz6 la prueba de
repetibilidad, esta consisti6 en realizar 5 repeticiones de una muestra de
concentracion constante (1.000 pg/L). Como se observa en la Tabla 11, la media de
los datos obtenidos fue de 0.994 ug/L, la desviacién estandar de 0.0169 pg/L y el
coeficiente de variacion de 1.70%. El criterio utilizado para establecer la precision
del método fue el siguiente: %CV < %CVnx / 2. Maroto (2002). A pesar de que el
coeficiente de variacion de Horwitz es utilizado cominmente para establecer la
reproducibilidad de un método, este también puede ser utilizado para establecer la
repetibilidad, utilizando como limite la mitad del coeficiente encontrado. Guia
Técnica N°1 del ISPCH (2010). Si el %CV cumple esta condicién se puede concluir
que el método es altamente preciso. De acuerdo con la Tabla 11, el %CVH fue de
5.66%, la mitad de este valor es de 2.83%, por lo tanto, se cumple con la condicién
antes mencionada (1.70% < 2.83%), y se concluye que el método es altamente
preciso.

De acuerdo con la Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010), cuando el termino
exactitud se relaciona con un método de ensayo, se refiere a una combinacion entre
veracidad y precision. Es decir, para concluir que un método es exacto tiene que
ser altamente preciso y veraz. Por ello, previo a la determinacion de la exactitud, fue
necesario determinar la veracidad del método. Esta fue determinada utilizando los
datos obtenidos para determinar la precision del método. Se encontré el sesgo que
existia entre cada uno de estos datos y para confirmar la veracidad del método se
realizé la prueba con la t-Studet. El criterio de aceptacién fue el siguiente:
t experimental < t criica. COmMO se puede observar en la Tabla 12, el valor de la
t-experimental es de -0.768 y el valor de la t-critica con un nivel de significancia de
5% y 4 grados de libertad es de 2.132 (-0.768 < 2.132). Por esta razon, se acepta
la prueba de la t-Studet y se comprueba que no existe una diferencia significativa
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entre los datos obtenidos. Al analizar los resultados obtenidos de repetibilidad y
sesgo mediante la t-Student, se concluy6 que el método es exacto.

Para determinar la incertidumbre del método primero se construy6 un diagrama
de Ishikawa (Ver Diagrama 6), en donde se identificaron las posibles fuentes
generadoras de incertidumbre. Luego, para cuantificar la incertidumbre del método
se consideraron dos tipos de error: errores tipo A (Aleatorios) y errores tipo B
(Sistematicos). Los errores tipo A son provocados por las mediciones realizas en la
experimentacion, es decir, todas las repeticiones realizadas para encontrar los
parametros de desempefio y los estudios estadisticos involucrados. Por otro lado,
los errores tipo B son los errores ocasionados por el uso de material volumétrico,
equipo gravimétrico y equipos de mediciones especificas. Estos errores se obtienen
a partir de datos puntuales que brinda el fabricante mediante certificaciones de
calibracion. Una vez identificadas las fuentes considerables de incertidumbre se
procedio al calculo. Dentro de los errores de tipo A se considero el error generado
por las repeticiones realizadas para determinar la linealidad del método y las
repeticiones realizadas para determinar la precision y exactitud del método.

Dentro de los errores de tipo B, se consideraron las incertidumbres aportadas
por: balanza analitica, pipetas, probetas y espectrofotdmetro, siendo este Ultimo
quien aporta la mayor cantidad de incertidumbre (0.15 adimensional). Una vez
cuantificadas las incertidumbres se procedi6 a calcular la incertidumbre combinada,
la cual da un valor de + 0.033 pg/L. Luego, se calculé la incertidumbre expandida
utilizando un valor de cobertura de 2 (K=2) con un nivel de confianza del 95%,
obteniendo una incertidumbre de £ 0.066 pg/L. De acuerdo con método normalizado
la incertidumbre es de = 0.05 pg/L, y como se puede observar, la incertidumbre del
método en cuestidon aumentd (x 0.066 pg/L). Este aumento, se debe principal al
cambio del espectrofotometro UV, ya que como se mencioné anteriormente, este es
quien aporta mayor incertidumbre al método. A pesar de este aumento, el sesgo
entre estos valores es minimo (0.016 pg/L) y los valores de incertidumbre no supera
la unidad, por lo que se considera que el método no deja de ser confiable y se acepta
este valor de incertidumbre.

Por ultimo, para confirmar el buen funcionamiento y ejecucién del método, se
adiciondé a una muestra libre de mercurio estandar de referencia con concentracion
de 1.0 pg/L para utilizarla como muestra problema y determinar su concentracion.
Por esta razon se planted la siguiente hipétesis nula: “La muestra problema presento
una concentracion entre 0.900 ug/L y 1.100 ug/L”.

Se realizaron 5 mediciones de la muestra problema para determinar la media de los
valores obtenidos (ver Tabla 14) que dio un valor de 0.994 ug/L. Como se puede
observar, el valor obtenido se encuentra dentro del rango establecido en la hipotesis
nula. Para confirmar y dar validez a este resultado, se realizé un analisis de varianza
de un factor (ANOVA) a los valores obtenidos (ver Tabla 15). Este analisis prueba
la hipotesis de que las medias de dos 0 mas poblaciones son iguales.
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Se utilizé un nivel de significacién de 5% y como se puede observar, el valor de F
obtenido es menor que el valor de F critica (0.5898 < 5.3177), por lo tanto, no existe
diferencia significativa en la concentracion determinada para la prueba de hipotesis.
Por lo tanto, se acepta la hipdtesis nula y con esto se confirma el buen
funcionamiento y ejecucion del método.

Cabe destacar que se utilizaron muestras de agua residual y agua destilada para
preparar la muestra contaminada y no una muestra de valor conocido debido a la
limitante de no contar con una muestra contaminada. Ademas, si existira una
muestra de agua residual contaminada con mercurio, se estaria incurriendo en un
problema grave de impacto ambiental. Con esto se comprobd que no existié una
alteracion significativa en la preparacion de la muestra problema al variar el agua
utilizada.

Por otro lado, al contar con el método verificado el laboratorio en donde se
realizé el estudio procedio con la determinacion del costo de analisis de mercurio,
el cual es menor al costo de subcontratar dicho analisis. La reduccién del costo de
analisis se dio en un 22%, beneficiando claramente al laboratorio privado. Es de
resaltar que los datos de los costos no se presentaron en la investigacion a solicitud
de la empresa privada en donde se realizo el estudio.
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VI. Conclusiones

. El método para la determinacibn de mercurio en aguas residuales via
espectrofotometria UV con técnica de vapor en frio, es un método valido de
acuerdo con todos los parametros de desempefio evaluados, para un rango de
medicion de 0.119 pg/L a 3.000 pg/L.

. El método para la cuantificacion de mercurio es un método lineal, con un
coeficiente de determinacién de 0.9977, con un limite de deteccion de 0.039ug/L
y un limite de cuantificacion de 0.119 ug/L.

. El método para la cuantificaciéon de mercurio es un método preciso, con un
coeficiente de variacion 1.70%, menor al limite de 2.83% en cuanto a
repetibilidad. Y es un método exacto con una desviacion de + 0.0169 y aceptado
mediante la prueba t-Student.

. El método presenta una incertidumbre de + 0.066 ug/L, identificada a partir de
las repeticiones realizadas para la verificacion y los equipos utilizados.

. La concentracion media obtenida del analisis de una muestra problema es de
0.994 + 0.066 ug/L, aceptando el valor de la prueba de hipétesis nula esperado.

. Existe una reduccion de costos del 22% al realizar el analisis dentro del

laboratorio en comparacion con subcontratarlo.
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VIl. Recomendaciones

Evaluar los parametros de desempefio de reproducibilidad y robustez para
ampliar el alcance de verificacion del método y dar mayor confiabilidad al
mismo.

Obtener un material de referencia certificado internacionalmente y avalado
por los entes de reguladores nacionales para ampliar el alcance del método
y poder optar a una acreditacion de este.

Mantener el area de trabajo lo mas limpio posible durante la ejecucion del
método para evitar la contaminacién cruzada. Ademas, utiliza el EPP
apropiado dentro del laboratorio y tener una bata y guantes especificos para
el analisis de mercurio debido a que es un compuesto letal.

Almacenar todo el material de descarte generado durante la ejecucion del
método en recipientes de vidrio o plastico y evitar descartar directamente al
drenaje. Se recomienda subcontratar una empresa que se encargue del buen
manejo de los desechos.

Utilizar azufre en polvo en caso de que exista un derrame de una muestra
contaminada para absorber la mayor cantidad de mercurio y recoger el
sobrante con material descartable.

Mantener la columna de absorcion de mercurio himeda mientras no se
utilice; dejar el Erlenmeyer esmerilado en la parte inferior y cubrir la parte
superior con tapén esmerilado para evitar la contaminacion de esta.

Lavar toda la cristaleria utilizada durante el proceso cada vez que se utiliza.
Utilizar una solucién 1:1 de &cido clorhidrico para los lavados y enjuagar en
varias ocasiones con agua desmineralizada.

Evaluar todos los requerimientos de la Norma ISO 17025:2017 al momento
que el laboratorio quiera optar para una acreditacion del método.

Solicitar al proveedor la modificacion de las fichas técnicas de los reactivos

utilizados proporcionando las concentraciones y los reactivos utilizados en la
ejecucion del método.
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9.1.

10.

11.

IX. Anexos
Glosario

Aguas residuales: las aguas que han recibido uso y cuyas calidades han sido
modificadas. Acuerdo gubernativo 236-2006.

Andlisis cuantitativo: analisis que se emplea para determinar la cantidad de cada
elemento o ingrediente en una sustancia. (RAE, 2018).

Analito: sustancia (quimica, fisica o biolégica) buscada o determinada en una
muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método. Guia
Técnica N°1 del ISPCH (2010).

Calidad: propiedad o conjunto de propiedades inherentes a algo, que permiten
juzgar su valor. (RAE, 2018).

Coeficiente de variacion: desviacion estandar relativa, expresada en porcentaje.
Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010).

Diluir: disminuir la concentracion de una disolucion afiadiendo un disolvente.
(RAE, 2018).

Incertidumbre: pardmetro asociado al resultado de una medicion que caracteriza
la dispersion de los valores que podrian razonablemente ser atribuidos al
mesurando. Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010).

Mesurar: determinar la dimension, medir. (RAE, 2018).

Método: procedimiento que se sigue en las ciencias para hallar la verdad y
ensefiarla. (RAE, 2018).

Muestra: la parte representativa, a analizar, de las aguas residuales, aguas para
reuso o lodos. Acuerdo gubernativo 236-2006.

Parametro: la variable que identifica una caracteristica de las aguas residuales,

aguas para reuso o lodos, asignandoles un valor numérico. Acuerdo gubernativo
236-2006.
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9.2. Anexo A. Datos recolectados y clasificados.

A continuacion, se muestran los datos obtenidos durante la ejecucion de los
experimentos detallados en la Tabla 6.

Tabla 16. Datos de primera corrida para la determinacion de linealidad.

Diagrama 8. Curva de calibracion de datos primera corrida de linealidad.
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Fuente: elaboracion propia con base en Tabla 15 (2018)
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Tabla 17. Datos de segunda corrida para la determinacién de linealidad.

# | Concentracion (ug/L) | Absorbancia
0 0.0 0.649
1 0.1 0.676
2 1.0 0.858
3 15 0.926
4 2.0 1.016
5 2.5 1.103
6 3.0 1.192

Fuente: elaboracion propia (2018)

Diagrama 9. Curva de calibracion de datos segunda corrida de linealidad.
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Fuente: elaboracion propia con base en Tabla 16 (2018)



Tabla 18. Datos originales para la determinacion de los limites del método.

# | Concentracion (ug/L) | Absorbancia
1 0.096 0.676
2 0.096 0.676
3 0.085 0.674
4 0.101 0.677
5 0.113 0.679
6 0.079 0.673

Fuente: elaboracion propia (2018)

Tabla 19. Datos originales para la determinacién de la precision y exactitud.

# | Concentracion (ug/L) | Absorbancia
1 0.982 0.836
2 1.014 0.841
3 0.974 0.834
4 0.993 0.838
5 1.008 0.840

Fuente: elaboracion propia (2018)



9.3. Anexo B1 Muestra de calculo.
Muestra de célculo para el limite de deteccion.

Se calculé la media y la desviacion estandar de los valores obtenidos durante la
experimentacion.

?:1 X; _ 0.096 + 0.096 + 0.085 + 0.101 + 0.113 + 0.079
n 6

(X — X)?
S, = |——=0.0119
n—1

. - \/(0.001)2 +(0.001)2 4 (—0.01)2 4 (0.006)2 + (0.018)2 + (—0.016)>2
o 6—1

X =

=0.095 ug/L

Previo a la determinacion del limite de deteccidon se calcul6d el valor critico. Este se
determind utilizando un nivel de confianza del 95%, con grados de libertad infinito.

LC=t(1—-—a;v) =S, Si:t (0.05,0) — 1.645

LC = 1.645 xS, = 1.645 x 0.0119 = 0.0195 ug/L

A partir de esto, se calcul6 el limite de detencion con la siguiente ecuacion.

LOD =2+ LC S, Si: LC = 1.645 * S,
LOD =3.29 %S, = 3.29 % 0.0119 = 0.0391 pug/L

LC = Valor critico

t =t Student

1 — a = Probabilidad b

v = grados de libertad

LOD = Limite de deteccion

S, = Desviacién estandar

X = Media de los valores

X; = Valores obtenidos en las lecturas

n = Numero de valores obtenidos en las lecturas.
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Muestra de calculo el limite de cuantificacion.
Se determind mediante la siguiente férmula:
LOQ =10%S, =10%0.0119 =0.119 ug/L

LOQ = Limite de cuantificaciéon
So = Desviacion estandar

Se considerd que, cualquier medicién que se realice dara un valor que presentara
una desviacion estandar relativa del 10%. Este valor puede variar y se adecuara
segun lo considere el analista.

Muestra de célculo para la determinacion de la precision

Se realizaron 5 repeticiones utilizando una muestra problema contaminada con el
estandar de referencia de Hg, para determinar la precision del método mediante su
repetibilidad. Con los datos obtenidos se obtuvo la media y la desviacion de los
datos y se calcul6 el porcentaje del coeficiente de variacion.

So _ 0.0119

0 ===
a4 X  0.095

%CV = Porcentaje coeficiente de variacion

* 100 = 12.51%

So = Desviacion estandar
X = Media de los datos obtenidos

Luego, se calcul6 el coeficiente de variacibn maximo que indica el porcentaje
maximo para establecer que el método es altamente preciso. Este se determiné
mediante el coeficiente de variacion de Horwitz.

0.994
%CVy = 2[1-(0-5+10g(2))] = 2[1‘(0'5*l°g(—1000))] =5.66%

%CVy = Porcentaje coeficiente de variacion de Horwitz.

) -, myg
z = Dato promedio de la concentracién en -

Por ultimo, se utilizé el siguiente criterio para determinar la precision del método.

. NCVy
Si - %CV <

—  Elmétodo es altamente preciso.

*El coeficiente de Horwitz es utilizado para determinar la precision mediante la
reproducibilidad. Para utilizarlo como un parametro de criterio de repetibilidad se
utiliza la mitad de este valor, por esta razon se plante¢ el criterio anterior.
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Muestra de célculo para la determinacion de la exactitud

Previo a la determinacion de la exactitud se realiz6 la determinacion de la veracidad
del método. Para determinar la veracidad del método se determiné el sesgo de los
valores de concentracion obtenidos.

s=X-Xr)=(0982-1)=-0.018
s = Sesgo
X = Concentracion obtenida de cada repeticion
X1 = Concentracién teodrica del estandar de referencia

Para confirmar la veracidad del método se realizé una prueba de t-Student bajo el
siguiente criterio:

texp < tref
_X—-Xr  0994-1

tory = = =—0.768
P S/Nm o 0.0169/V5

texp = t calculada a partir de datos experimentales

Xr = Concentracion del estantar de referencia

X = Concentracién promedio de los datos experimentales
S = Desviacion estandar de los datos experimentales

n = numero de datos experimentales evaluados

El valor critico (t..r) se obtuvo del Anexo C, para un nivel de confianza del 95% y
con 4 grados de libertad (n-1).

texp < tref
—0.768 < 2.132

Mediante esta prueba se confirma que el método es veraz, por lo tanto, es un
método exacto al ser altamente preciso.
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Muestra de célculo para la determinacion de la incertidumbre
Se determinaron dos tipos de errores para establecer la incertidumbre el método.

Error aleatorio (Tipo A): Este error es producido por las distintas repeticiones de las
lecturas realizadas.

Incertidumbre de la ordenada (mediciones de linealidad)

S, 0.00035
W =2 =—"""=10.00025

vno V2

u; = incertidumbre estandar
S, = Desviacion estandar de las mediciones
n = numero de mediciones

Incertidumbre de la pendiente (mediciones de linealidad)

S, 0.00156
u; = \/_ﬁ = T = 0.0011

Incertidumbre de la repeticion de mediciones del método.

S, 0.0169

= 0.0076
V5

u; =

=l

Error sistemético (Tipo B): Este error es producido por los equipos y el material
volumétricos utilizado en la metodologia.

Incertidumbre del espectrofotometro.

Error 0.15/3
w = = = 0.0289

V3 V3

Incertidumbre de pipeta 10 mL.

B Error B 0.025

w = = = 0.0144
V3 V3
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Incertidumbre combinada

Ucombinada = \/(Ua)z + (Ub)z

= \/(0.00025)2 + (0.0011)2 + (0.0076)? + (0.0289)2 + (0.00031)2 + (0.0144)2

Ucombinada = 0.033

U, = Incertidumbre tipo A

U, = Incertidumbre tipo B

Con el valor de la incertidumbre combinada se procedié a determinar la
incertidumbre expandida del método. Se utilizé un nivel de confianza del 95%, lo
cual da un factor de cobertura (k) de 2.

Uexpandida = k * Ucombinada
Uexpandida — 2%0.033

Uexpandida = 0.066

Anexo B2 Datos célculos.

Tabla 20. Media de datos de la linealidad del método.

# | Concentracion (ug/L) | Absorbancia
0 0.0 0.649
1 0.1 0.675
2 1.0 0.859
3 15 0.926
4 2.0 1.021
5 2.5 1.112
6 3.0 1.190

Fuente: elaboracion propia (2018)

71



Tabla 21. Datos calculados para la determinacién de los limites.

#|Concentracion (ug/L)| Media |Desviacion| LC LOD LOQ
1 0.096
2 0.096
3 0.085 0.0119 |0.0195
4 0.101 0.095 pg/L ug/L ug/L 0.0391 pg/L |0.119 pg/L
5 0.113
6 0.079
Fuente: elaboracion propia con base en datos de Tabla 17 (2018)
Tabla 22. Datos calculados para la determinacién de precision y sesgo.

# | Concentracion (ug/L) Media Desviacion CV% Sesgo

1 0.982 -0.02

2 1.014 0.01

3 0.974 0.994 pg/L | 0.0169 pg/L | 1.70% -0.03

4 0.993 -0.01

5 1.008 0.01

Fuente: elaboracion propia con base en datos de Tabla 18 (2018)

Tabla 23.

Datos calculados para la determinacién de incertidumbre.

Descripcion Incertidumbre (u)
Ordenada 0.00025
Pendiente 0.0011
Repetibilidad 0.0076
Espectrofotometro 0.0289
Balanza analitica 0.00031
Pipeta 0.0144
Incertidumbre combinada 0.033
Incertidumbre expandida 0.066

Fuente: elaboracion propia (2018)
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9.4.

Anexo C. Tabla utilizada para prueba t-Student.

Diagrama 10. Valores para prueba t-Student.

v 0.6 0,78 0.9 0,98 0875 099 0835 09978 0,538 09998

1 0,125 1,000 LOTE 6314 12TOE  MAN G365 12T A3 318285 63657
2 0285 0816 1886 2820 4303 6965 98525 14088 22308 31,800
3 0,277 0,765 1638 23553 itEz 4541 5,841 TASE 10214 120524
4 0,271 0,741 1.53% 2,132 2776 1TaT 4560 £,558 TATE @810
5 0,267 0,77 1476 2018 251 1385 4,042 4,715 5, B34 6, BES
B 0,265 0718 1.440 1,843 2447 b - T i 437 208 5989
T 0,263 0 1418 1,888 2385 2958 3499 4029 4785 5408
B 0, 262 0,70 1,357 1,860 2306 2886 3,355 383y 4501 5,041
] 0,261 0,7Es 1,383 1,833 2282 281 3,250 LEe0 4,297 4, TE
10 0, 260 0,700 1,372 1,812 2208 2, Tid 3,168 & 581 4,144 4 587
11 0260 0857 1,363 1098 220 2718 3,104 3457 4025 4437
12 0,256 0,855 1,356 1,782 21m 2,581 3,055 3428 1o 4,378
13 0,258 0604 1,350 1,771 2160 2680 3,012 IAT2 3 B53 4.3
14 0,258 0892 1,345 1,761 2145 2EM 2977 326 i rar 4,140
15 0258 0881 1,341 1,73 213 2602 2,547 3206 1T 4073
16 0,258 0,850 1,337 1,748 2120 2588 281 3262 1EmE 4015
17 0,257 0,884 1,333 1,040 2110 25687  2,E498 3232 1B48 3565
18 0,257 0,668 1,330 1,734 21 2582  2BTE 157 180 a5
18 0,257 0,668 1,328 1,728 2086 2538 2B 5174 1579 3BEd
20 0,257 0,8&7 1,326 1,726 2085 2528 2,845 153 3 5532 3,880
21 0,257 0,686 1,325 1,721 2080 2518 2EN X135 3,527 a,818
27 0,256 0,685 1.3 1,717 2074 2508 2,819 5118 4806 A T92
23 0,258 0,685 1,318 1,714 2068 2500 2807 3104 14858  ATEA
24 0,256 0,885 1318 1,711 2064 2482 2747 30 3,457 3,745
25 0,256 0684 1,316 1,708 2080 2485  27a7 i 1450  ATA5
76 0,256 0684 1. 316 1,708 20586 24 27 0687 3436  AT07
T 0,258 0884 1314 1,008 2082 2473 2TH 3087 3421 3,889
2B 0256  O@Ed 13 1701 2048 2467 276 04T 2408 38T4
78 0,256 0,683 1311 1,698 2045 2482 2,756 3,038 498 3680
in 0,256 0,683 1,310 1,647 2042 2487 2,750 3,030 1085 3846
40 0,255 0,681 1,303 1,684 2021 2425 274 2AmM 3,307 4,861
BD 0,254 0,67 1,266 1,671 2000 2580 2,680 2916 3.x52 34680
120 0,254 0877 1,285 1,658 1,880 2358 2817 2 BB0 1160 34T
aa 0,253 0674 1,282 1,645 1,860 23ME 2,576 2807 il 3290

Fuente: Areas acumuladas de la distribucién t-Student. (s.f.).
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9.5. Anexo D. Diagrama de flujo para el proceso de verificacion

Diagrama 11. Diagrama de flujo para establecer el proceso de verificacion.
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Fuente: Guia Técnica N°1 del ISPCH (2010).
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9.6. Anexo E. Tabla guia para la seleccion de parametros de desempefio.

Diagrama 12. Guia para la seleccion de parametros de desemperio.
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9.7. Anexo F. llustracion del equipo para utilizado para reaccion de vapor

en frio.

Figura 6. llustracion de cristaleria utilizada para reaccion de vapor en frio.

N Opticnal
Incoming
//S upport Rod Air Fiker

Gas
Gless elbow k Washing
Botle ;

i -

|
||
7 [T :
Acro® 50 e

Vient Fiker k) Side Meck
A wilh Slopper
Twomprang Clamp ‘ i I |

Mercury I. .—-) Support Ring

<0

Abszorber Column
Gas Washing Botfle
Clamp Holder
. U Vacuum
11
! Base Exhaust
Flask
]
[
&
Cluick &-"" Vacuum
Disconnect Pump

Alr Trap Housing
{eontains Mercury Scrunber)

Fuente: HACH Company (2018)
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9.8. Anexo G. llustracion real del equipo para reacciéon de vapor en frio.

Figura 7. Cristaleria utilizada para la reaccién de vapor en frio.
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Fuente: elaboracién propia (2018)
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9.9.

Anexo H. llustraciones de la fase 1 del método: Digestion de muestra.

Figura 8. Muestra real previa a su digestion.

Fuente: elaboracién propia (2018)
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Figura 9. Muestra real en proceso de digestion.

Fuente: elaboracion propia (2018)
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Figura 10. Muestra real, finalizacion del proceso de digestion.

Fuente: elaboracién propia (2018)
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9.10. Anexo |. Método 10065 de HACH verificado.

Phase 1: Sample digestion
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3 seconds afersach
addition and ook for e
color chamge.

12. Remove the sirbar.
The digested sample |5 now
resudy fior the coid vapor
separation and
preconoenirabion procsduns.
G0 o Frass - Cold vapor
separation and
preconcenirabion of mencury
o g £,

AWARNING

Gas Infeslafion Farsd Operate B Rstrument ina fure hood o presvent sxposuns b

i hazardos gas.

1. Pour e dgesied
sampie Nk T Coid Vapor
Gas Washing Bofbe.

Nofe: The voiwme of S

dige e’ sampie s
coniai 0.1 fo 2.5 pyg Mg

HS

2. Sette Gas Washing

Eodie In S supnort Fing.
Flace the iop on the Gas
Washing Sotfe. Wal untl
£3=p § io ponnedt the

miercury absorber ooiumn o

the Gas Washing Bolte.

-

=

)

3. Comnect the 100-mL
Enznmeyer fiask o e

mErTury Absorber column.

I

4, Fipet 8 mil of HpEx

Reagent B inio the kencury
Al prber Cohumn.
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E. Apply a vacuum io the B Use the quick dscomnedt ™ 7. AEmoee Se 500-mL 8. Fipet2 =L of HgEX
Mermuary Absorber Solumn o disconnec]: the: vaouam Erenmeyer fiask from the Reageni © Inio the Mercury

Full most of the HoEx peamp witesn HpEx Reagent keroury Abrsorber Column. Absorber Coluen.
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13, =zaet program

517 Msroury, Cokd Vap.
For imformaton aboul
sampie o=ds, adapiers or
BN Shisids, reter o
Instrument-spaciic
Imformation on page 1.
Nots: AThOUDS Me program
o a7 e cie

17. Sed the vacuwm pump
o off when the wolume in
the Distiling Recsher = at
the 10-mL mark.

H repessary, adjust e
volume In the Cisiing
Recehera maxdmum of
10 mL with HpEx F=agent
EL

To prevent o wolumes. in
the fulure, dscomnect the
WALCLLIM S00mer In skep S
This legves more HoEY
Rzl B In the packing of
the Blemury Absorber
Coolurmn.

.II‘!TI!!I ==

45

16. After £ue Hemr mypines,
remove the glass sbow
from £ bop of e Meury
Aeorher Column, Kesp the
NERRCLILET DL |[EROWASET 0.

05:00

14, Storl e Rsirumend
e A S-minube eacion
e it Let S soluSon
bubbie for this period.

The air ficew rabe: throwgh the
Gas Washing Eotbe: should
b betareen 15 Lmin. Let
the soiution ubbde for more
e when the alr fiow raie s
low. For exampie, T the air
Tiow rake s 1 Limin., et e
sajuton bubbie for

10 minubes.

1d 1
'--'I ]
— (] j

T8 Remove Te distiing
Re=rar from the kMercury

i

ri—

L

18. Fip=t 8 miL of HgSx
F=agart B ivio the bsrcury
Absorber Colln o et

wacuu b pl the Hosx
FRezagent B o the Distling
REatver,
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Phase 3: Colonimetric analysis

AWARNING

FEENTIOUS s

ii Gas imhatabon hazand, Operyie the inshument in 3 fume hood o pressnt =xposurs io

|[O)R

1. Use the supplied fumned
o add the corients of one
HoEx Reagent 3 Aodl pllow
o the sluaie inthe Disdling

o

E. Add 8 dropes of HgEx . Put the simppeer on the
FRieagent & io e DisEling recehver. Inreert o milr the:
Rismadier reagent.

3. Use the sugpiled funms]
o T conbents of one
HpEx Reagent 4 foil pllow
o the Disdlling Receter.

Z. Put the siopper on the:
receiver. Invert o dissolve

e reagent

02:00

7. Start e nsrument
timer. A J-minube reaction
ftime skaris,

& Chean e prepared
sampls osl

1. Push ZERQ. The
display shows 0.1 paL Hg
[ENS ErOQraim USes 3 N
2o Inberoept]

18 Inset the sarmple oo
o e cedl haoidesr.

<>

13. Swir the cell until the
reagent is completely
disscived. Immediately
contnue with next step .

14. Clean the prepared
sample cell.

13. Insert the prepared
sample into the cell holder.

(1)

i, Fut e stopoer on the
recefver, inmvert i dissoive:

‘the peagent

B. [Dwring e reaction
preriod, powr the solubion Indo
a sampie cel.

1Z Remove e el from
the osll Fodder. Add the
contents of one HoEY
Feageni & ol pliow io e
SoiLBon

Nodw: Do not wos fhe funnel
o add HOEY Reagent & o
e sampi= el HigEy
Feagent § comiaminaticn
from dhe famnei wlll make X
impossibs i fnd mercury in
subEgUET fesrs

Read

16. Push READ. Results
show i pg/L Hg. This is the
concentration in the original
sample.
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