VALIDACION E IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA ANALITICA
PARA LA DETERMINACION DE MERCURIO Y METILMERCURIO EN
MUESTRAS DE CABELLO POR ANALIZADOR DIRECTO DE MERCURIO.

DIANA CAROLINA RUIZ PAEZ

@
=
=)
o
@

-

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
PROGRAMA DE QUIMICA
MONTERIA - CORDOBA
2021



VALIDACION E IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA ANALITICA
PARA LA DETERMINACION DE MERCURIO Y METILMERCURIO EN
MUESTRAS DE CABELLO POR ANALIZADOR DIRECTO DE MERCURIO

DIANA CAROLINA RUIZ PAEZ

Trabajo de grado Presentado como requisito para optar el titulo de QUIMICO

DIRECTOR
ROBERTH DE JESUS PATERNINA URIBE, M. Sc.

CO-DIRECTOR
IVAN DAVID URANGO CARDENAS, M. Sc.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
PROGRAMA DE QUIMICA
MONTERIA - CORDOBA
2021



Nota de aceptacion:

El trabajo de grado titulado “VALIDACION E IMPLEMENTACION DE UNA
METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE MERCURIO Y
METILMERCURIO EN MUESTRAS DE CABELLO POR ANALIZADOR

DIRECTO DE MERCURIO” realizado por DIANA CAROLINA RUIZ PAEZ,
cumple con los requisitos exigidos por la facultad de Ciencias Basicas para

optar por el titulo de Quimico y ha sido aprobado.

alp f

M.Sc./Robefth Paterdina Uribe
Diréctor

ﬂ-:)m\ O Con %0 C

M.Sc Ivan David UrangQ Cardenas
Codirector

Muyvtef0 R lore A
Cc ! 1064¥ @O

M.Sc. Mauricio Rafael Lora Agamez
Jurado

At

M.Sc. José Joaquin Pinedo Hernandez
Jurado




Dedicatoria

A Dios primeramente por todo su amor, por darme sabiduria, salud y fuerzas para
terminar mi carrera a pesar de las adversidades y este proyecto el cual es un logro muy
importante para mi.

A mis padres Dionisio Miguel Ruiz Anichiarico y Ludis Rosa Paez Urango a los cuales me
ensefiaron el valor de la humildad y el respeto, a ellos dedico este logro por ser mi luz en
momentos de oscuridad, por la educacion que me brindaron y la confianza que siempre
estuvo puesta en mi.

A mi hermana Danna Paola Ruiz Paez por ser esa chispa que alegra mis dias, por su amor,
compafiay las ensefianzas que me han dejado en todos los momentos que compartimos
juntas.

A mi novio Alberto Rafael Flérez Soto por su amor, su compafiia, sus sabias palabras y por
estar a mi lado en los momentos de debilidad.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por mostrarme el camino y la fuerza para seguir adelante, fortalecer mi corazén e
iluminar mi mente, en el cumplimiento de este suefio.

Agradezco a la Universidad de Cdrdoba por permitir formarme tanto profesional como
personalmente, a PhD José Luis Marrugo por permitir el desarrollo de este trabajo en el
Laboratorio de Toxicologia y Gestion Ambiental, adquiriendo muchos conocimientos y
desarrollando alin mas mis destrezas.

A todos los profesores que hacen parte del programa de quimica los cuales hicieron un gran

aporte en mi formacion tanto académica como personal a través de toda la carrera.

A mi director Roberth Paternina y Codirector Ivan Urango, quienes han sido un gran apoyo
para mi en todo este proceso, gracias por aceptarme para realizar esta tesis bajo su direccion,
y en especial agradecimiento a la Profesora Saudith Burgos por todos sus aportes y consejos
en todo momento.

A mis amigos Sol Maria Lopez, Elibeth Arzuaga, Daniela Tano, Maria José Mendoza,
Clarena Ceballos y Leandro fuentes, quienes fueron de apoyo y me brindaron su amistad
incondicionalmente e hicieron de esta experiencia la mejor y a todos aquellos que aportaron
un granito de arena en todo mi proceso.

Al grupo de toxicologia y gestion ambiental, Joel, Daniela, Luis, German, Lucy, Dioris,
Yuris, Sandra y en especial a mi primera codirectora Leidy Mercado por todas las

ensefianzas, gracias por su apoyo.

Este trabajo de investigacion se financia con recursos del Ministerio de Ciencia, Tecnologia
e Innovacion - Minciencias y se realiz6 en el marco de Proyecto: Evaluacion del grado de
contaminacion por mercurio y otras sustancias toxicas y su afectacion en la salud humana en
las poblaciones de la cuenca del rio Atrato, como consecuencia de las actividades de mineria.
Contrato de financiamiento RC No. 849-2018, Codigo Minciencias: 1112-894-66291.



UNIVERSIDAD DE CORDOBA
TRABAJOS DE GRADO - Restricciones de uso
DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL - prohibicion de reproduccion

Todo el material contenido en este documento esta protegido por la Constitucién politica de

Colombia, y las Leyes de propiedad intelectual a Derechos de Autor existentes en Colombia.

El uso de iméagenes (figuras, mapas, fotografias, entre otras), tablas y demas elementos
contenidos en este documento, que sea objeto de proteccidn de la propiedad intelectual sera
Unicamente para usos educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo,
mencionando el autor o los autores. Cualquier uso distinto como el lucro o beneficio,
reproduccion, edicion o modificacion, entre otros aspectos, incurrira en violacion a la ley y
estara sujeto a sanciones que se establezcan con el fin de proteger los derechos del titular de

la propiedad intelectual.

La responsabilidad ética, legal y cientifica de las ideas, conceptos y resultados del proyecto,
seran responsabilidad de los autores. Articulo 61, acuerdo N° 093 del 26 de noviembre de

2002 del consejo superior.



TABLA DE CONTENIDO

Pag.

L. RESUMEN ... .ottt et e e e et e e st e e e sn e e e e aeeesnsaeeanaeeans 15
2. INTRODUCCION ......oooieiceeeeiieescetess et ses s ses st sassenass st 17
K T O 1= N | I L TSRS 19
3.1, ODJEtIVO GENETAL.......c.eciiieie et e 19
3.2, ODJetiVOs ESPECITICOS .. c.vvivrerieiieieieriese e eneas 19
4. MARCO TEORICO ..ottt 20
O I |V 1= oW [ [0 I [ ) IR RSO SUP PRSP 20
4.1.1. Propiedades fiSiCas Y QUIMICAS.......cccccveruerrerieiieieesiesiesieesieseesieesae e sae e 21
4.1.2.  Ciclo biogeoquimico del MErcuUrio. .......c.ccceeveeiiiieie e 21
4.1.3.  Toxicidad del MEICUIIO........veiieieeeee e 22
4.1.4. Mercurio en el ambiente y la salud humana ...........ccccccevvveveiievi e, 23

4.2, IMEUIMEICUITO «.outeiiiiieie ettt e st e et e e s e sreeteeneesneeneeas 23
4.3.  Fuentes de CoNtamINACION.........cccuiiiiririeieie ettt 24
4.3.1.  FUENES NATUIAIES ..o e 25
4.3.2.  FUENLES ANTrOPOGENICAS. ... ceuvieiririertesiesieeiee ettt 25

4.4,  CoNtamiNACiON MINEIA.....c.cieiueiieiiieeeeieeee et e e stestesbesressenreaneas 25
4.5.  Mercurio y metilmercurio en Cabello.........cccooviiiiiiiiiiii 26
4.6. Metodologia analitica para la determinacion de mercurio total..............ccccccueenen 26
0 S 01 (=] (=] (=] T = S 27

4.7. Espectrometria de absorcion atomica ..........cccevveveeiieiieiie e 27
4.8.  EQquipamiento ULIIIZAAO ..........ccoiiiiiiiiiieecee e 28
4.8.1. DMA-80 MIlESIONE ....uiiiiiiiiieieie et 28
4.8.2.  Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915+ .......cccoiiiiiiiiiieree e 29

5. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO ..ot 31
5.1. Linealidad y rango lINeal ...........cccoiiiiiiiiiie e 31
5.1.1.  LaLinealidad........cccccoeoeiieiiiieieeie e 31
5.1.2. RANQO HINEAL........ccuiiiiiie e 31

5.2, Limite de deteCCION.......cecieeeieiee et eneas 33
5.3.  Limite de cuantifiCaCion ..........ccocereiiiiiiniiieieiee e 34

B PTOCISTION . ettt et ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e —————aaeaeeraaa——————— 34



541, RepetiDilidad........cccoiiiiiieeceee 34

5.4.2.  PrecCision iNterMedIa.......cccoveieiiiiiieeeieiese e 34

5.5, EXACHTUA ...ocviiiiiiieiiie ettt bbb 35
5.5.1.  POrCENta)e de EITON .....ooiviiiiiecie ettt 36
5.5.2.  Porcentaje de reCUPEraCION..........ccviueiveieeiesieseeieseesteeaeseesreeseessee e enee e 36

5.6, INCEItIAUMDIE ... .coiiiiee e 36
5.6.1.  Fuentes de iNCertidumbIe .........ccceiiieiieie e 37
5.6.2. Componentes de la incertidumbre...........ccccoov i 38

5.7.  RoDUSteZ Y SEIECTIVIAAA. ........eiiiiiieeee e 38
B. METODOLOGIA ..ottt sn et 39
6.1. Reactivos, MmaterialeS ¥ QUIPOS .........ccuiiiiiiiieieie et 39
6.1.1. Reactivos grado analitiCo..........cccevueiieiieiiiie s 39
6.1.2.  MaALEIIAIES ..o 39
6.1.3.  Materiales de refereNCIa.........cooviiiiiiiieiee s 40
B.1.4.  EQUIPOS ....oiiitie it 40

6.2, ANALISIS 0B MUESIIAS .....eevvieiieiieeie et sre e e nre e e 40
6.2.1.  Obtencién de muestras en matriz biologica (cabello)..........cccccevveveviieiinennenn, 40
6.2.2.  DeterminaCion de HOT .......ccoeiiiiiiiee e 40
6.2.3.  Determinacion de MEHQ ........ccoveiiiiiiiece e 41

6.3, ANALISIS ESAUISLICO......eiviiiiiieieieie et enes 41
7. VALIDACION DEL METODO ......ociiiiieeireessessississsessssssessesesssssssessssssssassnncs 42
7.1 INCEItIAUMDIE ...t 44
A 1] o] [=] 01T 0 v Uod o o USSP 45
8. RESULTADOS Y ANALISIS.....cocviieieeeeeeeeetceeese st es s sessensenes s 46
8.1. Parametros de validacion para HGT Y MEHQ.......cccooviiieineiieceec e 47
8.1.1. Linealidad y rango lineal .............cccooveiiiiiiieiicce e 47
8.1.2.  Analisis de regresion lineal HGT Yy MeHQ .......ccooeiviiinieieeeee e, 48

8.1.3.  Test t-student para la pendiente y el intercepto o variable independiente HgT
y MeHg 49

8.1.4. Testde cochran para HgT Y MEHQ .....ccvevviiiiiiiiice e 50
8.1.5.  ANALISIS 0E VAIIANZA........ccueiveieeiieciicieeeie e 51
8.1.6.  Precision del sistema para HGT Y MEHQ........ccccoviiiiiciececece e, 52

8.1.7.  EXACHTU ..o 53



8.1.8.  Precision del método para HgT Yy MeHQ......c.ccoveivieiiiieccce e, 54

8.1.9.  PrecCiSiOn INtErMEdIA.......cccevueiiieiiiiceeieese e 55
8.1.10. Exactitud del MELOUO ........ovveiviriiiiiiiieieeeie s 55
8.1.11. Analisis material de referenCia...........ccovverereieiieiienieeere e 56
8.1.12. Limite de detecciony cuantificaCion ............ccovvevveveiieie e 57
8.1.13. Robustez y selectividad del método para MeHg..........ccccoeevveiieie e, 58
8.2, INCEIIAUMDIE ... .o re e e 59
8.2.1.  Incertidumbre del estandar de Hg...........cccoovveiieii i, 59
8.2.2.  Incertidumbre peso molecular del Hg ..o 59
8.2.3.  Incertidumbre Preparacion estandar 0.01, 0.1, 1, Y 10 ppm. ......ccccevvevvrennene. 60
MeHg 61
9. CONTROL DE PROCESO PARA LA VALIDACION DE LOS METODOS ........... 62
10. IMPLEMENTACION .....cooiieiieeceteeeeveee e tese ettt s sttt 62
11, CONCLUSIONES ..ottt ettt sttt nenne e 64
12. RECOMENDACIONES .......cocotiiiiiititeiet sttt 66
13. BIBLIOGRAFIA ...ttt 67



Abreviatura

LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Término

EPA
DMA
AOAC
g

kg

LC
LD
HgT
MeHg
uL

mg
OMS
%CV

PNUMA
ng

Agencia de Proteccién Ambiental
Analizador Directo de Mercurio
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
Gramo

Kilogramo

Limite de Cuantificacion

Limite de Deteccion

Mercurio Total

Metilmercurio

Microlitro

Miligramo

Organizacion Mundial de la Salud
Porcentaje de Coeficiente de Variacion

Programa de las Naciones Unidas Para el Medio Ambiente
Microgramo



LISTA DE FIGURAS

Pag
Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio. .. ..........o.vuiueuieiriiiiiiiiiieiein e, 22
Figura 2. Bioacumulacion de metilmercurio .............ccoovviiiiiiiiiiiieecee e, 24
Figura 3. Contaminacion minera Con MErCUNO. . .........vvuirinieitiiee et eeeeeaeaanen, 26
Figura 4. Principio de operacion del DMA-80 ..........oviviriniiiiiicc e 29
Figura 5. DMA-80 MIleStONE. . ... .uuinetetitiiet et et e ee e 29
Figura 6. Principio de operacion del Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915"
Rumayor Villamil, 2015, ... 30
Figura 7. Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915".........cooiiiiiiiiiieee 30

Figura 8. Curva de calibrado de HgT para rango bajo (a), medio (b), alto (c) y MeHg para
T000 SUTANZO (). .ttt ittt e 48

Figura 9. Gréficos de residuales de HgT para rango bajo (a), medio (b), alto (c) y MeHg para
t0dO SUTANZO (A). ettt e e 51



LISTA DE TABLAS

Pag
Tabla 1. Diferentes formas quimicas del mercurio en el ambiente ...........c.cccceevevviieiiennne 20
Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del MErCUrio..........cccooeiereiiriiieieiesee e 21

Tabla 3.Valores orientativos aceptables segin la AOAC para el factor de recuperacién en

funcion de la concentracion del @analito ............covvviiiieiieie i 35
Tabla 4. Condiciones del equipo utilizadas para el analisis ............ccccooeviviveiiieieciciienne 40
Tabla 5. Parametros de validacion del método para HgT.........cccoevviieiieii e 42
Tabla 6. Parametros de validacion del método para MeHQ.........cccovereiiiiiieiicie e 43
Tabla 7. Identificacion de las fuentes de incertidumbre para MeHg y HOT ..o 44
Tabla 8. Fuentes de INCErtidUMBDIE. .........cccoiiiiiiiiiisee e 44
Tabla 9. Rechazo de datos para HOT .......ccviieiiiiecccecce e 46
Tabla 10. Rechazo de datos para MEHQ ..........coiiiiiiiiiiieee e 47

Tabla 11. Resumen de las ecuaciones de regresion para HgT y MeHg con sus respectivos
coeficientes correlacion y de determinacion. ..........cccoceeveeeiieie e 49

Tabla 12. Test t-student para la verificacion de la pendiente y el intercepto HgT y MeHg 50

Tabla 13. Test de Cochran para HT Y MEHQ.......cccviiiiiiiieceeeeee e 50
Tabla 14. Precision del sistema para HT .......ccocooeriiiiiiiceeese e 52
Tabla 15. Precision del sistema para MEeHQ ........ccocoiiiiiiiiicc e 53
Tabla 16. Exactitud del sistema para HGT Y MEHQ........ccceiiiiiiiiiiieee e 53
Tabla 17. Repetibilidad del método para HGT y MeHQ ......ooovviveiiiieciee e 54
Tabla 18. Precision intermedia para HJT Y MEHQ ......cccoiiiiiiicceeeese e 55
Tabla 19. Exactitud Metodo HOT ......ccvoiieieiecieceseseee e 56
Tabla 20. Exactitud del método para MeHQ. ........ccoeiieiiiiicc e 56
Tabla 21. %R para material de referencia certificado ...........cccocvevviieeiiieii s 56
Tabla 22. Limite deteccion y cUantifiCaCion............cccovuevveieiien e 57
Tabla 23. Analisis de comparacion de varianzas entre cabello tinturado y sin tinturar ...... 58

Tabla 24. Analisis de comparacion de varianzas entre cabello sin tinturar lavado y sin lavar

Tabla 25. Incertidumbre debida a la preparacion de estandares............cccccvevevivereiiiesieennnn 60

Tabla 26. Incertidumbre combinada para el rango de trabajo HgT ........cccoooveiiiiiiiiinnnns 60



Tabla 27. Incertidumbre debida a la preparacién de estandar MeH( ...........cccccevveveinennne 60
Tabla 28. Incertidumbre combinada para el rango de trabajo MeHg ..........cccccovevviieieennne 60
Tabla 29. Resumen de los parametros de validaCion.............ccccccvvveviieerienese e 61
Tabla 30. Analisis de muestras de cabello para HGT Yy MeHQ ......c.ccoeiveiiiiiiiecicecee 62



LISTA DE ANEXOS

Pag
Anexo A. Curva de calibrado por triplicado para cadarango HgT...............cooiiininin 73
Anexo B. Graficas de regresion HOT ... 75
Anexo C. Precision y exactitud HGT ... ..., 76
Anexo D. Curva de calibrado por triplicado para todo el rango de trabajo MeHg............ 78
Anexo E. Graficas de regresion MeHQ...........oooiiiiiii 78
Anexo F. Precision y exactitud MeHg...........c.ooiiii 80

Anexo F. Incertidumbre diagrama de Ishikawa................coooiiiiiiiiiiii e, 82



1. RESUMEN

En el presente trabajo se validé una metodologia analitica para la determinacion de mercurio
total y metilmercurio en cabello, la cual fue implementada por la técnica de espectrometria
de absorcién atomica, utilizando analizadores directo de mercurio DMA-80 y Analizador de
mercurio RA-915M PYRO-915+, con el fin de obtener una técnica analitica que garantice la
calidad, confianza y seguridad de los resultados, para ello se evaluaron los parametros de
validacién necesarios como lo son: linealidad, precision, exactitud, limite de deteccidn, limite

de cuantificacion, incertidumbre y robustez.

Los parametros de validacion arrojaron resultados que se encuentran dentro de los limites
establecidos para una validacion, los cuales fueron: HgT presenta linealidad para rango bajo
(0,5 a 4,0 ng Hg) con un R? de 0,9997, para rango medio (4,0 a 20 ng Hg) un R? de 0,9990 y
para rango alto (30 a 600 ng Hg) un R? de 0,9986, para MeHg el R? fue de 0,9997 en todo su
rango. El limite de deteccién y cuantificacion para HgT fue de 0,10 ng y 0,26 ng
respectivamente, para MeHg fue de 0,59 ng y 1,61 ng respectivamente. La precisiéon en
términos de (repetibilidad y precision intermedia) se evalué como %CV los cuales se
encuentran dentro de los limites (<10%) segun AOAC, tanto para HgT como para MeHg, lo
cual indica que el método implementado es preciso, la exactitud expresada como (porcentaje
de recuperacion) para HgT estuvo entre 90,52-104,86% y para MeHg estuvo entre 84,92-
111,13%, estos resultados se encuentran del rango designado por la AOAC, lo que concluye

que los métodos son exactos.

Mediante los resultados obtenidos en la validacion de esta metodologia para la determinacion
de HgT y MeHg en Cabello, se concluyé que el método es confiable, brindando buenos
resultados para el propésito establecido, debido a que los parametros medidos se encuentran
dentro de lo aceptado por la AOAC.

Palabras claves: Mercurio, Metilmercurio, Espectrometria, Validacion, Cabello.



ABSTRACT

In the present work, two analytical methods were validated for the determination of total
mercury and methylmercury in hair, which were implemented by the atomic absorption
spectrometry technique, using DMA-80 direct mercury analyzers and RA-915M PYRO-
mercury analyzer. 915+, in order to obtain an analytical technique that guarantees the quality,
confidence and safety of the results, for this, the necessary validation parameters were
evaluated, such as: linearity, precision, accuracy, detection limit, quantification limit,

uncertainty and robustness.

The validation parameters yielded results that are within the limits established for a
validation, which were: HgT presents linearity for low range (0.5 to 4.0 ng Hg) with an R2
of 0.9997, for medium range (4.0 to 20 ng Hg) an R2 of 0.9990 and for high range (30 to 600
ng Hg) an R2 of 0.9986, for MeHg the R2 was 0.9997 throughout its range. The limit of
detection and quantification for HgT was 0.10 ng and 0.26 ng respectively, for MeHg it was
0.59 ng and 1.61 ng respectively. The precision in terms of (repeatability and intermediate
precision) was evaluated as% CV which are within the limits (<10%) according to AOAC,
both for HgT and for MeHg, which indicates that the implemented method is precise, the
accuracy expressed as (recovery percentage) for HgT was between 90.52-104.86% and for
MeHg it was between 82.9-118.8%, these results are within the range designated by the
AOAC, which concludes that the methods are exact.

Through the results obtained in the validation of this methodology for the determination of
HgT and MeHg in Hair, it was concluded that the method is reliable, providing good results
for the established purpose, because the measured parameters are within what is accepted by
the AOAC.

Keywords: Mercury, Methylmercury, Spectrometry, Validation, Hair.
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2. INTRODUCCION

El Hg es uno de los contaminantes mas peligrosos por sus niveles de toxicidad, esta
distribuido ampliamente en el ambiente de manera natural y mayormente por acciones
antropogeénicas, donde se modifica su ciclo natural y afecta sustancialmente a todos los
compartimientos ambientales (Pacyna, 2020). La forma metilada del Hg es incluso mas
toxica, porque tiene la caracteristica de bioacumularse y biomagnificarse en el organismo
afectando principalmente al sistema nervioso, ademas, atraviesa con facilidad la barrera
placentaria y hematoencefalica lo cual genera un mayor riesgo en las mujeres en estado

gestacional (Varga, et al 2019).

El Metilmercurio se forma cuando el mercurio elemental se libera al ambiente y se transforma
a través de los procesos de metilacion en complejos organicos presentes en los sedimentos,
ademas se somete a un notable proceso de biomagnificacién y se acumula en el tejido
muscular de pescados y de especies de larga vida acuatica, los cuales son consumidos mas
tarde por los seres humanos (Sanchez, 2018). Las formas organicas como el metilmercurio,
son las asociadas a mayor variedad de efectos adversos para la salud humana,
aproximadamente el 80% del mercurio total en el cabello esta en forma metilada (PNUMA
2010). El cabello es una matriz ampliamente utilizada en numerosos estudios en todo el
mundo, es estable a temperatura ambiente, facil de almacenar, transportar y puede ser

conservado por largos periodos de tiempo (Poulin, 2008).

En cuanto a la validacion de estas metodologias, existen pocos métodos analiticos empleados
para la determinacion de HgT y MeHg en cabello (Ruiz, 2016). los cuales proporcionan
informacion parcial acerca de su impacto en la salud humana y el medio ambiente, sin
embargo, las validaciones que se han realizado son a nivel internacional, en Colombia no se
ha realizado validaciones para determinar Mercurio total y metilmercurio en cabello, que es

considerado un contaminante potencial (Ruiz, 2016).

Este trabajo se disefié con el objetivo de tener un método validado que permitiera la
cuantificacion de Hg y MeHg en cabello con el fin de conocer de manera certera su posible
toxicidad sobre las personas expuestas a este contaminante. Por lo que es necesario disponer
de métodos analiticos listos para su uso que sean simples, de bajo costo, rapido tratamiento

y sin efectos colaterales para el medio ambiente. Los métodos propuestos dan la posibilidad
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de estimar el contenido de MeHg y HgT en muestras de cabellos utilizando dos instrumentos
con una alta sensibilidad y exactitud en el proceso (Maggi et al 2007). De acuerdo a los
métodos establecidos para realizacion de la validacion, por la técnica de espectrometria de
absorcion atémica, se estipularon los pardmetros Optimos para la determinacion de estos
compuestos, los cuales cumplen con todos los criterios establecidos de aceptacion segun la
AOAC. La técnica se implement6 con muestras tomadas en la subregion de (Bojaya) en el

departamento del Choco.

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Toxicologia y Gestion Ambiental de la
Universidad De Cordoba en el Grupo de Investigacion en Aguas, Quimica Aplicada y
Ambiental, el cual cuenta con todas las técnicas y equipos requeridos para la realizacién del

trabajo.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo general

Validar e implementar un método analitico para la determinacion de Mercurio total

(HgT) y metilmercurio (MeHg) en muestras de cabello empleando Analizadores Directo

de Mercurio.

3.2.  Objetivos especificos

>

Estandarizar la metodologia (EPA 7473) para la determinacién de HgT en
cabello por Analizador Directo de Mercurio DMA-80.

Estandarizar una metodologia para la determinacion de MeHg en cabello usando
el equipo Lumex RA 915M y el PYRO-915+.

Determinar los parametros de validacion de calidad analitica como linealidad,
rango lineal, limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, robustez,

precision e incertidumbre.

Implementar la aplicacion de las metodologias validadas en el andlisis de

muestras de cabello provenientes de la region de la cuenca del rio Atrato.
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4. MARCO TEORICO

4.1.  Mercurio (Hg)

El mercurio es uno de los elementos estables mas pesados presentes en la naturaleza, con

nimero atémico 80 y peso atdbmico 200, en su presentacion en el medio ambiente es un

liquido blanco plateado, también es un metal que en concentraciones de traza es altamente

toxico y dafiino para los ecosistemas y para los seres humanos, ademas forma soluciones-

amalgamas con otros metales (oro, plata, platino, uranio, cobre, plomo, sodio y potasio)

(Londofio et al., 2016). De acuerdo con (Ruiz, 2016), este metal es facilmente metilado por

microorganismos, se bioacumula en la biota y se biomagnifica en la cadena alimenticia.

El mercurio es considerado el Unico metal que a temperatura ambiente puede permanecer en

estado liquido, las interacciones electrdnicas que forman los enlaces metalicos de sus &tomos

son débiles, esta caracteristica le permite al mercurio tener una alta ductilidad y maleabilidad

(Mora, 2019).

Tabla 1. Diferentes formas quimicas del mercurio en el ambiente

Forma del mercurio

Propiedades quimicas y biolégicas

Elemental Hg°

Hg*

Organomercuriales RHg*

Diorganomercurial Rz2Hg

Sulfuro mercurico HgS

Comparativamente menos reactivo y menos
toxico en el medio ambiente, pero altamente
toxico cuando se inhala en forma de vapor.

Toxico, pero no puede atravesar la
membrana bioldgica

Muy toxico, especificamente
metilmercurio, facilmente transportable a
través de membranas bioldgicas, se somete
a biomagnificaciones.

Menos toxico, cambios en RHg" en medio
acido

Altamente insoluble y no tdxico; atrapado
en el suelo de esta forma.

Fuente. Datos recuperados de (Kumari, 2020)
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4.1.1. Propiedades fisicas y quimicas

El mercurio en su estado metalico tiene como caracteristica que presenta un alto coeficiente
de dilatacion con el cual produce una expansion de volumen homogéneo en estado liquido y
también puede producir una alta tensién superficial, estas caracteristicas lo hacen muy util
para su implementacion en instrumentos que se utilizan para medir la temperatura, en la tabla

2 se muestran las propiedades fisicoquimicas del mercurio (Mora, 2019).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del Mercurio

Propiedades

Caracteristicas

Punto de fusion

NUmero atomico

Masa atémica

Punto de ebullicion

Densidad (g/ml) a diferentes
temperaturas

Calor de vaporizacion (25 °C)
Tension superficial (25 °C)
Resistividad eléctrica (20 °C)
Calor latente de fusion

Solubilidad en agua

Viscosidad (20 °C)
Calor de fusion

Calor de vaporizacion
Presion de vapor

Valencia

-38.87 °C

80

200,59 g/mol

357.72 °C

13.534 (25 °C), 13.546 (20 °C),
14,43

14,652 Kcal/mol

484 dinas/cm

95,76 pohm cm

11,8)/g

20-30 pg/l. Insoluble en agua 'y
disolventes organices

1,55 mPas

2297 J/atomo

59149 J/atomo

0,16 pa

1.2

Fuente. Datos recuperados de (Mora, 2019).

4.1.2. Ciclo biogeoquimico del mercurio.
El mercurio inicia su ciclo desde la emisidn en la corteza terrestre, luego pasa al aire, al agua
y a los suelos, donde llega a los organismos vivos y posteriormente se dispone a ser

consumido por el hombre a través de la cadena alimenticia. La forma méas comun de encontrar
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el mercurio en los organismos es la de MeHg que se forma cuando el Hg es biotransformado
por los microorganismos que se encuentran en los océanos, lagos y rios, bioacumulandose
asi en las diferentes especies acuaticas que habitan en estos ecosistemas, el Hg se encuentra
en concentraciones mas altas en las especies carnivoras grandes y los peces de mayor edad
(Sanchez, 2018).

Este metal puede dispersarse por toda la capa terrestre en los diferentes compartimientos,
entre las acciones de distribucion se encuentran los agentes bioldgicos externos como los
efectos climaticos y medioambientales, asi el flujo continuo de este elemento por todos los
compartimientos se le conoce como ciclo del mercurio (Saniewska & Betdowska, 2017).

Oxidation
Emission & Transport ——> Hg(0) ———> Hg(ll)

Wet & Dry
Deposition

Volatilization /

Runoff & 3
nhow ow\:educﬂon
Hg(ll)

Settling/Resusp
Diffusion

Hg(l) )
"~f.'7:}fau,|¥|ai Al

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio (Engstrom, 2007).

4.1.3. Toxicidad del mercurio

El mercurio cuando se encuentra en la forma de metilmercurio es considerado sumamente
toxicos para el ser humano, ya que afecta directamente el sistema nervioso central y el
periferico, la OMS sefiala que cuando se inhala este tipo de contaminantes el sistema nervioso
e inmunitario pueden verse afectados significativamente, ademas de observarse en las
personas trastornos neurologicos y del comportamiento (OMS, 2017b), el limite permisible

recomendado por la OMS en las personas es de 0.5 pug/g (Vargas, et al 2019).
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Los efectos toxicos del Hg dependeran de la forma quimica en la que se encuentre, los efectos
del metilmercurio (MeHg) son mas tdxicos que el mercurio elemental y sus sales inorganicas,
pues es absorbido eficientemente en el tracto gastrointestinal, pasa de la sangre, al cerebro y
traspasa la barrera placentaria, en el caso de las mujeres en estado de gestacion, el feto sufre

graves afectaciones ya que sistema nervioso central sufre dafios irreversibles. (Ruiz, 2016).

Todas las personas estdn expuestas directa o indirectamente al mercurio, algunas
exposiciones son consideradas cronica y puede presentar sintomas en las personas como
temblores, hipertrofia de tiroides, taquicardia, gingivitis, eretismo, pérdida de memoria, y
alucinaciones, también esta la exposicion aguda que se da en un lapso de tiempo breve, pero

en niveles de concentracion alto (Londofio et al., 2016).

4.1.4. Mercurio en el ambiente y la salud humana

En los ultimos afios se han desarrollado estrategias para determinar los niveles de mercurio
en los diferentes compartimientos ambientales: hidrosfera, suelo, atmaosfera y biota (plantas
y animales). Partiendo de la investigacion realizada por la exposicion al mercurio en los seres
humanos es cada dia mayor, ya que el mercurio en el medio ambiente es cada vez mas toxico,
persistente y tiene una mayor movilidad, el metilmercurio afecta significativamente a las
mujeres en edad fértil, ocasionando problemas a nivel neurolégico del feto, por lo que se

considera de gran preocupacion para el ser humano (Pacyna, 2020).

Tanto el Hg como el MeHg, luego de que estos se generan por procesos naturales o tambien
por procesos antrépicos, tienen la cualidad que logran ingresar a la cadena trofica, a través
de las bacterias, fito y zooplancton, peces que usualmente pueden tener habitos alimenticios
que los colocan al inicio de la cadena tréfica, y posteriormente siguen los que superan en el

nivel tréfico o también por el ser humano (Gusso-Choueri PK et al., 2018).

4.2.  Metilmercurio

El compuesto organico del mercurio mas abundante en el medio ambiente, es el
metilmercurio (MeHg), el cual es generado principalmente por microorganismos como
(bacterias metanogénicas) por medio de un proceso llamado metilacion (Llorente-
Ballesteros, et al 2011).
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Es de importante preocupacién debido a sus efectos adversos para la salud, esta presente en
la mayoria de las especies acuaticas y se bioacumula y biomagnifica en el medio acuético
por la cadena alimenticia (Poulin y World Health Organization, 2008). Principalmente la
exposicion humana a MeHg es a través del consumo de peces contaminados y mamiferos

marinos (Wang et al., 2013).

Mercurio
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Figura 2. Bioacumulacion de metilmercurio

Nota. Diagrama mostrando la penetracion del mercurio en la cadena alimenticia marina con los niveles que
acumulan los distintos tipos de peces y las recomendaciones de la EPA sobre sus cantidades de consumo
aconsejables. Datos recuperados de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:MercuryFoodChain-01.png.

4.3. Fuentes de contaminacion

Existen diferentes tipos de fuentes que aporten mercurio al medio ambiente, este tipo de
fuentes ocasionando un impacto significativo sobre la flora, fauna y la sanidad de los seres

humanos. Estas fuentes pueden clasificarse en naturales y antropogénicas (Méndez, 2018).

Las fuentes naturales de mercurio se encuentran principalmente asociadas a minerales de
presentes en rocas y suelos, estos productos pueden aparecer producto de fendmenos de
erosion, escorrentia y evaporacion y pueden llegar a generar asi un transporte del mercurio
desde los océanos, y asi generar en su transcurso interaccion con seres vivos, y dado un
proceso de bioacumulacion de este metal, lo integran a la biosfera para asi poder establecer

un equilibro en la naturaleza (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2018).
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4.3.1. Fuentes naturales

La mayor fuente natural de Hg es la desgasificacion de la corteza terrestre, las emisiones de
los volcanes, la evaporacion desde los cuerpos de agua y la erosion de rocas (Luna Arcila &
Soto Hoyos, 2016).

4.3.2. Fuentes antropogénicas

La contaminacidn con en la zona norte del pais se genera en beneficio de la extraccion de oro
el cual es extraido mezclando la roca triturada enriquecida con el metal precioso con Hg
metalico esto con el fin de formar amalgama entre los dos metales. Dado que la manipulacion
de este proceso se realiza con las manos ocasiona el derramamiento directo de grandes
cantidades de mercurio en los rios y en cuerpos de aguas que se encuentren aledafos. La
amalgama mercurio-oro que se obtiene es quemada por los seres humanos a campo abierto
donde se deja por separado el oro y se libera asi el metal en forma de vapor a la atmosfera
(Barrios, 2017).

4.4. Contaminacién minera

Usualmente se emplea la actividad minera como una opcién que ayuda al aporte econémico
de muchas familias, es empleada hace cientos de afios desde que existe la cultura indigena
precolombina, la extraccion del oro en sus comienzos se daba de manera simple, en las que
se empleaba las altas temperaturas y se tenia en cuenta la diferencia de densidades para la
difusion de este, en los dltimos afios en Colombia el sector minero ha tomado mucha fuerza,
esto con el fin del aprovechamiento de las riquezas naturales y la obtencion de un beneficio
monetario (Martinez & Reinaldo, 2018).

Los residuos de la mineria constituyen focos de emision de contaminantes que pueden
contener elementos con potencial toxicidad como los metales pesados. EI Hg, As, Cd, Pb,
Ni, Cu, Zn y Fe son algunos de los metales cominmente encontrados en acumulaciones de
residuos sélidos generados durante los procesos mineros (Berkowitz, 2007). De acuerdo a la
Gltima actualizacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer-l1ARC,
existen evidencias suficientes que clasifican como carcinégenos al metilmercurio

(compuesto organico del mercurio) (Rahman, 2019).
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Figura 3. Contaminacion minera con mercurio (Blesa, 2015).

45.  Mercurioy metilmercurio en cabello

El andlisis de cabello es una importante herramienta en el campo de la toxicologia debido a
las caracteristicas que lo componen, ya que es facil de almacenar, puede ser transportado y
conservado durante largo tiempo (Lépez, 2019). La forma mas toxica para los seres humanos
es la del Hg en forma organico (MeHg) y generalmente més del 80% del mercurio en el
cabello se encuentra de esta forma, debido a que es absorbido por los foliculos pilosos como
complejos de MeHg-Cisteina (Pino et al, 2018).

La incorporacion de mercurio en el cabello en crecimiento es directamente proporcional a la
concentracion en sangre, el cual puede tener un retraso alrededor de 1-2 meses desde la

ingesta de MeHg (Raimann, et al 2014).

4.6. Metodologia analitica para la determinacion de mercurio total

Para la metodologia EPA 7473 en analizador directo de mercurio el calentamiento controlado
en un horno de descomposicion oxigenada se utiliza para liberar mercurio de muestras sélidas
y acuosas en el instrumento. La muestra se seca y luego se descompone térmica y
quimicamente dentro del horno de descomposicion. Los productos de descomposicion son
transportados por el flujo de oxigeno a la seccidn catalitica del horno. La oxidacion se
completa y los halogenos y los 6xidos de nitrogeno / azufre quedan atrapados. Los productos
de descomposicion restantes se llevan luego a un amalgamador que atrapa selectivamente el
mercurio (Instructivo de manejo y operacién del analizador directo de mercurio DMA-80,
2016).
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Después de lavar el sistema con oxigeno para eliminar los gases o productos de
descomposicion restantes, el amalgamador se calienta rapidamente y libera vapor de
mercurio. El oxigeno que fluye transporta el vapor de mercurio a través de celdas de
absorbancia ubicadas en la trayectoria de la luz de un espectrofotometro de absorcién atdmica
de una sola longitud de onda. La absorbancia (altura del pico o area del pico) se mide a 253,7
nm en funcién de la concentracion de mercurio. EI método se puede utilizar para especies
individuales de mercurio cuando se ha utilizado un método o instrumentacién adecuados para
la separacion (si se emplean modificaciones, se requeriria la verificacion del rendimiento

aceptable del método) (Bolafios et al., 2016).

4.6.1. Interferencias

Los disolventes, la cristaleria y otros equipos de procesamiento de muestras pueden causar
interferencias si no estan libres de contaminacion. Ademas, los efectos sobre la memoria del
andlisis de una muestra con concentraciones mas altas de mercurio pueden traspasar las
interferencias de mercurio a la siguiente muestra con concentraciones mas bajas de mercurio.
Los grupos de muestras que contienen relativamente mas y menos mercurio deben analizarse

juntos para minimizar los efectos en la memoria de las interferencias de arrastre (EPA, 1998).

4.7.  Espectrometria de absorcion atomica

La espectrometria de absorcion atomica se basa en la absorcion de luz por los &tomos de un
elemento a cuantificar en una muestra, cuando se hace incidir en ella un haz de luz emitido
por una lampara con una rigurosa longitud de onda definida, la cual corresponde a la longitud
de onda de emisién caracteristica del elemento particular escogido para el analisis. La
extension a la cual la luz es absorbida provee una estimacion de la concentracion del elemento

en la muestra, la cual debe estar en solucion (Sanchez, 2008).

El empleo de la espectrometria de absorcion atomica, es el método analitico de trazas de
metales pesados y metaloides en diversas matrices (biologicos, alimentos, filtros de captacion
ambiental, etc.). Esta técnica, permite valorar el grado de contaminacién medioambiental y
la exposicion a determinados toxicos industriales, nivel de metales en un alimento, nivel de

metales en componentes biologicos etc (Reyes et al, 2016).
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4.8. Equipamiento utilizado

4.8.1. DMA-80 Milestone

El analizador de mercurio DMA-80 Milestone emplea el principio de descomposicion
térmica, amalgamacion y absorcion atémica, con un flujo continuo de oxigeno y presenta
como ventaja que la muestra puede ser analizada directamente del medio de captacion
(Instructivo de manejo y operacion del analizador directo de mercurio DMA-80, 2016), para

el analisis de las muestras se emplean cubetas de cuarzo.

El calentamiento controlado en un horno de descomposicion oxigenada se usa para liberar
mercurio de muestras so6lidas y acuosas en el instrumento. La muestra se seca y luego se

descompone térmica y quimicamente dentro del horno de descomposicion.

Los productos de descomposicion restantes se transportan a un amalgamador de oro que
atrapa selectivamente el mercurio, el amalgamador se calienta rapidamente, liberando vapor
de mercurio (EPA 7473 de US EPA) (L6pez, 2016). El DMA-80 consta de un auto
muestreador, porta muestras, horno de secado/descomposicion, horno catalizador, amalgama

y espectrofotémetro, como se observa en la figura 4.

Detector Read-out

PRINCIPLE OF OPERATION
7 E Schematic of DMA-80 Sample Processing

i
Filter —)

Oxygen flow
regulator

Short
cell

Amalgamator Sample boat

d I/IC ! 17
P— ‘
\fl: — IJ .

Shutter ———3

Release Catalyst Drying and Autosampler
Hge lam furnace furnace decomposition
i furnace

Figura 4. Principio de operacion del DMA-80 (Madera, 2019).

Cell heating block
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Una vez se alcanza el tiempo de la etapa de amalgamacion se libera el mercurio a una
temperatura de 850°C para pasar a través de un sistema de dos celdas Opticas donde es
cuantificado mediante espectrofotometria de absorcién atdmica la cual estd fundamentada en
la capacidad que tienen los elementos en su estado atomico basal de absorber radiacién

electromagnética a longitudes de onda especificas para cada elemento.

El sistema de deteccion contiene una ldmpara de mercurio que emite una luz a una longitud
de onda de 253.65 nm como una funcion de la concentracion de mercurio y un detector UV
de diodo de silicio para cuantificar el mercurio. Para la evaluacion de la sefial se utiliza el

area bajo el pico generado de la medicion (Bolafios-Alvarez, et al 2016).

....... www.milestonestl.com
--------

Figura 5. DMA—80 Milestone.

4.8.2. Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915+

El analizador de mercurio RA-915M con pirolizador PYRO-915+, con longitud Optica
grande de celdas de analisis y ventanas calentadas en las celdas analiticas, se ha desarrollado
para la determinacion exclusiva de mercurio directo (no se necesitan procedimientos de
pretratamiento) en muestras organicas complejas a nivel de unos pocos pg/kg, se basa en la
atomizacion del mercurio contenido en la muestra en un accesorio para descomposicion
térmica PYRO-915+ y la posterior medicion de la absorcién de la radiacidn de resonancia de
254 nm por atomos de mercurio utilizando la correccion Zeeman para la absorcion de fondo
(Rumayor Villamil, 2015).
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Figura 6. Principio de operacion Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915+( Rumayor Villamil, 2015).

En cuanto al proceso de medicion se coloca la muestra (de entre 20 a 300 mg) en el recipiente
correspondiente. Y posteriormente se activa la integracion de la celda de analisis e inserta el
recipiente de la muestra en el accesorio PYRO-915+. La integracion estara terminada en un
plazo de 60 a 120 s, cuando la sefial analitica vuelva al punto inicial (Lumex Instruments,
2020).

@ 1
—

Figura 7. Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915+

Pé&gina 30 de 82



5. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

La validacién de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que los resultados
entregados por dicho método son confiables. Cuando se realiza la validacion de un método
por parte de laboratorio, lo que se busca es poder determinar con fundamento estadistico que

el método es adecuado para los fines previstos (Eurachem, 2016).

Los métodos utilizados en un laboratorio de quimica analitica han de ser evaluados y
sometidos a prueba para asegurarse de reportar resultados confiables, para lo cual es
necesario establecer el procedimiento de validacion para los métodos aplicados en el
laboratorio, se determinan por lo general los siguientes criterios de calidad:

e Linealidad

e Limite de deteccidn

e Limite de cuantificacion

e Precision

e Exactitud

e Incertidumbre de la medicion.

e Robustez

5.1. Linealidady rango lineal

5.1.1. LaLinealidad
Es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente proporcional
a la concentracion de analito en la muestra dentro de un rango establecido (Aguirre, 2014).

5.1.2. Rango lineal

No existe una definicion universal para el establecimiento correcto del rango lineal ni mucho
menos un procedimiento sistematico bien establecido para su determinacion. Sin embargo,
se puede definir como el intervalo entre la concentracion superior e inferior de analito para
el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método descrito
(Baguena-Polo et al., 2015).
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Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a cualquier
procedimiento. Dentro del intervalo establecido se recomienda estudiar al menos 4 niveles

de concentracion. Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla

relacionando las concentraciones x y la respuesta J Segln (Laguna, 2014), la relacion entre

ambas variables se expresa matematicamente como una recta de regresion del tipo:
y=mx+b Ec. 1

En la recta de regresion x es la concentracion, y la respuesta, m el valor de la pendiente vy,
b el término independiente. La pendiente b se encuentra relacionada con la sensibilidad del
método de forma que a mayor pendiente mayor sensibilidad, respuesta del método frente a

los cambios de la concentracion del analito.

El coeficiente de correlacion (r) nos indica el grado de relacion entre la variable x
(concentracidn), y la variable y (respuesta). Su valor maximo es 1, si r es cercano a la unidad
significa que existe correlacion con una probabilidad elevada. Un valor nulo indica ausencia
de relacion lineal entre variables. EI valor recomendable para el coeficiente de correlacion es
> 0.999, aunque en el caso de impurezas se admite > 0.990, la viabilidad del método de la
curva de calibrado queda establecida por el coeficiente de determinacion esta asegurar que
los datos experimentales se ajustan al modelo lineal escogido, normalmente se acepta r 2 >
0,990(25). (Laguna, 2014).

Segln (Laguna, 2014), se realizara el test estadistico de homogeneidad de varianza de
Cochram.

Donde:

Gcecalc.= SIZV'AX Ec. 2
3 s?

S 4x = Varianza mayor en la curva de calibrado.
¥ SZ = Suma de las varianzas de todos los puntos de la curva de calibrado.
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5.2.  Limite de deteccion

Se define como la minima cantidad de analito en una muestra que puede ser detectado,

aungue no necesariamente cuantificado con precisién y exactitud.

Limite detencion del instrumento (LDI): Concentracion de componente que produce una
sefial superior a cinco veces la relacion sefial/ruido del instrumento. Similar en muchos
aspectos al «nivel critico> y al «criterio de seleccién >. Es limite se ha establecido en

1,645 veces el valor S de los analisis en blanco (Methods: S, 2015).

Y 3S
LDI = _bLF 350 Ec. 3
m

m = es la pendiente de la curva de calibrado.
Sbl = desviacion estandar de las réplicas del banco.
Ybl = promedio de las réplicas del blanco.

El laboratorio adopta la utilizacion del limite de deteccién del método (LDM): como la
concentracion de componente que, cuando se procesa a través del método completo, produce
una sefial con una probabilidad del 99% de ser diferente del blanco. Durante siete repeticiones
de la muestra, la media debe ser 3,14(s) superior al blanco, donde s es la desviacion estandar
de siete lecturas de una muestra. EI LDM es mayor que el LDI, ya que las repeticiones y las
fases de proceso demuestras pueden variar con los componentes (Methods: S, 2015).

LDM= X+ 3,14 S Ec. 4
Donde;:

X = Promedio de las lecturas
S = Desviacion estandar del promedio
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5.3. Limite de cuantificacién

Se define como la minima cantidad de analito que puede determinarse cuantitativamente
con una adecuada exactitud y precision, es aquel que se considera como el primer punto de

la curva realizada para cuantificacion (Miller, 2016).

C = Y +10S,,
B m

Ec.5

m = es la pendiente de la curva de calibrado.
Sei = desviacion estandar de las réplicas del blanco.
Y = promedio de las réplicas del blanco.

5.4. Precisién

La precesion es la medida de cuan cerca o dispersos estan los resultados uno de otros,
depende exclusivamente de la dispersion del error aleatorio y varia inversamente a éste. La
precision es una propiedad cualitativa y no tiene valor numérico por lo que la variabilidad
debido a fluctuaciones aleatorias se cuantifica mediante otro concepto distinto: la imprecision
del procedimiento de medida. La imprecisidn es la desviacién tipica P, la varianza o el
coeficiente de variacion de un conjunto de mediciones de una magnitud bajo las condiciones
especificadas (Duffau et al., 2010).

5.4.1. Repetibilidad

Grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando
bajo las mismas condiciones de medicion; es la medida de la variabilidad de los resultados
cuando el método es aplicado por un solo analista, con un mismo equipo, en corto periodo
de tiempo (Judith et al, 2008).

5.4.2. Precision intermedia
Evalda la precision del método frente a variaciones internas del laboratorio (analista, instrumento,

dia, etc.).

Pagina 34 de 82



La precision de un método analitico se expresa como el coeficiente de variacion (CV) de una
serie de medidas y se calcula matematicamente segun (Judith et al, 2008), como la siguiente

ecuacion:

CV(%) = =+ 100 Ec. 6

l1R%

Donde:

S= desviacidon estandar
X=media aritmética de los resultados

5.5. Exactitud

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo v el
valor de referencia. El término “exactitud”, est4 aplicado a un conjunto de resultados de un
ensayo, y supone una combinacion de componentes aleatorios y un componente comdn de
error sistematico o sesgo. Se expresa en términos de porcentaje de error (%E) y/o como

porcentaje de recuperacion (%R) (Miller, 2016).

Tabla 3.Valores orientativos aceptables segun la AOAC para el factor de recuperacion en
funcién de la concentracion del analito

% Analito Relacion Unidades Rei%(gs:ai?én
100 1 100% 98-102
10 1071 10% 98-102
1 1072 1% 97-103
0.1 1073 0.1% 95-105
0.01 1074 100ppm 90-107
0.001 1073 10ppm 80-110
0.0001 1076 1ppm 80-110
0.00001 1077 100ppb 80-110
0.000001 1078 10ppb 60-115
0.0000001 10~° 1ppb 40-120
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5.5.1. Porcentaje de error

(valor tedrico — valor experimental) «100 Ec.7

%error = —
valor tedrico

5.5.2. Porcentaje de recuperacion

X
%R=7’"*100 Ec. 8

Donde:

X, es valor medio hallado.
u: Valor aceptado como verdadero.

La recuperacion esperada depende de la matriz de la muestra, de la complejidad del
procedimiento y tratamiento de las concentraciones de analito en la misma. Aungue es
deseable alcanzar valores de recuperacion cercanos al 100%, en matrices complejas y en
analisis de trazas son habitualmente valores 90%, 80%, 70% y hasta de un 50%. En estos
casos es importante que, aunque la recuperacion sea baja, la precision del método sea alta ya
que entonces se puede aplicar un factor de correccion (Eurachem, 2016).

5.6. Incertidumbre

En la practica, la incertidumbre sobre los resultados puede provenir de muchas posibles
fuentes. Las fuentes tipicas de incertidumbre son: efectos instrumentales, estequiometria,
efectos de calculo, efectos aleatorios, pureza de reactivos, condiciones de medicion, efectos
de operador. El diagrama de causa efecto (Ishikawa) es una forma conveniente de hacer una
lista de las causas de incertidumbre, mostrando como se relacionan unas con otras e indicando
su influencia en la incertidumbre del resultado. Para calcular la incertidumbre que aporta
cada fuente es necesario calcular los errores aleatorios y sistematicos, los cuales se relacionan
dependiendo del numero de mediciones, los equipos usados o materiales de referencia. El
proposito es identificar cuantas fuentes sea posible y cuantificarlas por estudios de precision
y exactitud (Schmid, 2015).
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T
Ua:<s* ) Ec. 9

A
U, = (_) Ec. 10

Donde;

S = desviacion estandar de la medicién

T = valor de t student tabulado para 95% y n-1 grados de libertad

A = exactitud especificada del instrumento en términos de porcentaje
n = valor nominal de la medida

La incertidumbre se combina a partir de la ley de propagacion de errores:

Ec. 11

U= (U2 + Up?)
Luego se multiplica por un factor de cobertura k (2 6 3) que depende del nivel de confianza
(95% 0 99.7%) obteniéndose la incertidumbre expandida Ue

U, = U, *k Ec. 12

Este valor de k puede ser insuficiente si la incertidumbre combinada esta basada en
condiciones estadisticas con pocos grados de libertad (menor de 6). Entonces se usa el valor
de T de student tabulado para un 95% de confianza y n-1 grados de libertad, expresandose

los resultados del método junto con la incertidumbre expandida, (Schmid, 2015).
Concentracion del analito = x = Ue Ec. 13
Doénde: X = promedio de los resultados de las réplicas.

5.6.1. Fuentes de incertidumbre
En la préactica, la incertidumbre de un resultado puede surgir de algunas posibles fuentes,
siendo algunos ejemplos la definicion incompleta del mensurando, el muestreo, efectos de

matriz e interferencias, condiciones ambientales, incertidumbres de equipos masicos o
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volumétricos, valores de referencia, aproximaciones y asunciones incorporadas en el método

de medida y procedimiento, y variaciones aleatorias (Eurachem, 2012).

5.6.2. Componentes de la incertidumbre

Al estimar la incertidumbre global, puede ser necesario tomar cada fuente de incertidumbre
y tratarla de forma separada para obtener la contribucién de esa fuente. Cada una de las
contribuciones separadas a la incertidumbre es un componente de la incertidumbre. Cuando
se expresa como desviacién estandar, un componente de la incertidumbre se conoce como
incertidumbre estandar. Si hay una correlacion entre algunos de los componentes entonces
esto tiene que tenerse en cuenta mediante la determinacion de la covarianza. Sin embargo, a
menudo es posible evaluar el efecto combinado de diversos componentes. Esto puede reducir
el esfuerzo global y, cuando los componentes cuyas contribuciones se evallan conjuntamente
estan correlacionados, puede entonces que no sea necesario considerar la correlacion (
Eurachem, 2012).

5.7.  Robustez y selectividad

La robustez es una medida de la capacidad que tiene el método analitico de permanecer
inalterado por pequefas variaciones en el procedimiento del método. Con ello, se puede
inferir que las variables son mas significativas a la hora de realizar las medidas y, por lo tanto,

deben ser controladas (Jurado, 2008).

Por la complejidad de la matriz en este caso cabello es necesario asegurarse de la eliminacién
de interferencias. La IUPAC (2001) en sus ultimas recomendaciones ha definido la
selectividad como “la extension en la que un método puede utilizarse para determinar analitos
particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes con un

comportamiento similar”.

El Estudio que se realiz6 dentro del laboratorio para evaluar el comportamiento del proceso
analitico en el que se efectuaron pequefios cambios en las condiciones de la matriz (cabello),
semejantes a aquellos que sugieren en los diferentes ambientes de prueba fueron: el lavado
del cabello y el tinturado, ya que estas dos modificaciones al ser implementadas para la
determinacion de MeHg en cabello nos permite obtener informacion de los efectos de

cambios menores de una forma rapida y sistematica en el procedimiento (Eurachem, 2012).
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6. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del laboratorio de toxicologia y gestion

ambiental de la Universidad de Cérdoba, el cual siguié una secuencia de tres fases: una

optimizacion de los parametros de analisis, validacion e implementacién del método validado

en muestras de Cabello provenientes de los habitantes de la cuenca del rio Atrato,

departamento del Chocé.

6.1.

6.1.1.

Reactivos, materiales y equipos

Reactivos grado analitico
Hidroxido de sodio (NaOH) al 98% certificado pureza

Cysteina grado reactivo marca MERCK
Cloruro de sodio (NaCl) marca MERCK

Agua destilada tipo Il

Sulfato de cobre (CuSO4) marca MERCK
Bromuro de potasio (KBr) marca MERCK
Acido clorhidrico (HCI) suprapuro
Tolueno HPLC marca MERCK

Sulfato de sodio (NazS0a4)

Acetato de sodio

Materiales

Beakers de 50,100 y 250 mL, (SCHOTT DURAN).
Baldn volumetricos de 25 mL, (SCHOTT DURAN).
Transferpipetas de 10-100 pL,

Transferpipetas de 100-1000 puL

Puntas para transfer de 10, 100 y 1000 uL.

Tubos para centrifugar 15 y 50 mL (BIOGEALIX)
Celdas de cuarzo y niquel

Gradillas

Espatula
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6.1.3. Materiales de referencia
e Solucion Estandar Certificada de Mercurio 1000 mg/L en HNO3 0,5 M.

e Material de referencia certificado de cabello (Human Hair IAEA-086)

6.1.4. Equipos
e Analizador directo de mercurio. DMA-80 evo. (Milestone italiano)
e Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915+
e Balanza analitica (OHAUS) con sensibilidad de 0,1 mg
e Centrifugadora (HETTICH ROTOFIX 32%)
e Bafio Ultrasonido (Fisher Scientific FS60)

6.2.  Analisis de muestras

6.2.1. Obtencién de muestras en matriz biolégica (cabello)

Las muestras de cabello fueron obtenidas del area occipital de la cabeza e incluyen por lo
menos 20 hilos de cabello con una longitud promedio de 1,0 cm (aproximadamente 10 mg
en total), cortado con tijeras a la raiz del cabello. Se sujeta la muestra con una cinta adhesiva
de tal forma que se pueda identificar la parte de la raiz del cabello y se coloca la muestra en
sobres de papel almacenandolas a temperatura ambiente (Ministerio de Salud y Proteccion
Social, 2018).

6.2.2. Determinacién de HgT

Para la determinacion de mercurio total, se lava el cabello con una solucién de Acetona al
80%, se corta con tijeras hasta obtener una muestra uniforme, se pesan aproximadamente 20
mg de cabello en celdas de niquel para el analisis por DMA-80 (EPA 7473, 2007)

Tabla 4. Condiciones del equipo utilizadas para el analisis

Proceso Temperatura Tiempo
Secado 250°C 60 seg
Descomposicion 650 °C 720 seg
Tiempo de espera 600 °C 60 seg
Amalgamador 700 °C 12 seg
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6.2.3. Determinacion de MeHg

Para el metilmercurio se realiz6 el mismo tratamiento de la muestra que se hizo para
determinar mercurio total, se adiciona aproximadamente 100 mg de muestra en tubos de
polipropileno y se agrega hidréxido de sodio y cisteina al 1%, se lleva a calentamiento
durante una hora en un bafio termostatado, se deja reposar, se adiciona 1mL de cloruro de
sodio al 10% y se lleva a 10 ml con agua destilada, luego se toma una alicuota de 5mL y en
el mismo tubo se le adiciona sulfato de cobre saturado, KBr, HCl y 2 mL de tolueno, se agita
manualmente y luego se centrifuga, se repite dos veces esa misma extraccion, se recolectan
los extractos en otro tubo que contenga cisteina al 1% y finalmente se toman 100uL de la
fase de cisteina y se adiciona en la celda que posteriormente se inserta en el accesorio PYRO-

915+ para ser analizado por el analizador de mercurio RA-915M (Sarmani et al, 1997).

Los resultados son directamente obtenidos desde el equipo en ug/L de Hg para el extracto y

el calculo de la concentracion en el cabello se realiza de la siguiente manera:

Me Hg (mg/kg como Hg) = i Ec. 14

* 4
w
Donde:

C: Concentracion en el extracto expresada en pg/L de Hg.
4: VVolumen de solucion de cisteina 1 %.

W: Peso de la muestra en gramos

6.3. Analisis Estadistico

Los datos fueron registrados en la computadora y se utilizaron los programas Statgraphics
centurion xvi y Excel 2016 para el andlisis estadistico. Todas las evaluaciones estadisticas se
realizaron empleando los métodos convencionales (Analisis de regresion, Analisis de
varianza (ANOVA), Test de verificacion de la pendiente, Test de verificacion de la variable
independiente, Test de Cochran) y las diferencias se consideraron significativas a p < 0,05
(con limite de confianza > 95%), el coeficiente de variacion (con limite de confianza <10%)

y desviacion estandar que no supera el 5% segun la AOAC.
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7. VALIDACION DEL METODO

En la tabla 5 y 6 se evidencian los procedimientos para la determinacién de los parametros

de validacién para HgT y MeHg respectivamente.

Tabla 5. Parametros de validacion del método para HgT

Parametro Metodologia Célculo

Se analizaron estandares de concentraciones

variables de Hg en tres rangos (0.05-4.5) ng

Hg (5.0-20.0) ng Hg y (30-800) ng Hg 1 Ec.15
preparadas a partir de la solucidn patron de

10 mg/L preparada a partir de la solucidn

Linealidad y rango lineal

estandar de 1000 mg/L
LDI Se reall_zo 15 veces la medicion del blanco LDI= 164525, Ec 16
de reactivo
LDM Se reallzo_ 15 veces la medicién del blanco LDM = 314x5, Ec.17
de procedimiento
LC Se realizd 15 veces la medicion del blanco LC=10xs, Ec 18

de procedimiento
Se evalud a partir de las mediciones de los )
Porcentaje error estandares de concentraciones y material de E = X;!Xf
referencia certificado

x100 Ec.19

Exactitud —
Porcentaje de Sg adicionaron a las myestras de capello tres i
recuperacion niveles de concentracion dentro del intervalo %Ry ==7== x 100 Ec.20
de trabajo (bajo, medio y alto).
Se cuantifico estandares y muestras
— fortificadas por  quintuplicado de
Repetibilidad concentraciones baja, media y alta (2, 10 y
Precision 100 ng Hg) - y cv==3+100%  Ec.21
Se evaluaron los mismos estandares y X
Precision muestras con adicion en diferentes dias (3
intermedia dias) y analistas (2 analistas) por triplicado.

Después de evaluar la metodologia y determinar los parametros de
validacién se procedid a calcular la incertidumbre realizando una
lista de las fuentes asociadas a esta investigacion. Algunas de estas
fuentes son detalladas en el diagrama de Ishikawa en el anexo G

Incertidumbre

Las muestras para el porcentaje de recuperacion fueron dopadas por (adicion estandar) a tres
rangos de concentracion de la curva de calibrado de HgT, para el rango bajo se pesé muestra
de cabello de concentracidn conocida y se adiciond sobre la muestra 2 ngHg, para el rango
medio el mismo procedimiento, pero con 10 ngHg y para rango alto 100 ngHg, estos rangos

de concentracion son escogidos por el analista.
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Tabla 6. Parametros de validacion del método para MeHg

Parametro Metodologia Calculo
Se analizaron estandares de
concentraciones variables de CHsHgCI
Linealidad y rango lineal  preparados a partir de la solucién patrén de
1 mg/L preparada a partir de la solucién
estandar de 57 mg/L de CH3HgClI
Se realiz6 15 veces la medicion del blanco

LDl de reactivo LDl =1.645xSg Ec. 16

r2 Ec. 15

Se realiz6 15 veces la medicion del blanco
LDM de procedimiento LDM =3,14x Sz  Ec.17

Se realiz6 15 veces la medicion del blanco
Lc de procedimiento LC =10xSp Ec. 18

Se evalué a partir de las mediciones de los 7o x
estandares de concentraciones y material de E, = X—t x100 Ec.19
referencia certificado ¢

Porcentaje
error

Para MeHg se aplicard la metodologia de

extraccion. Esto se realizard por triplicado y o

se expresara como %R y se adiciono al %Ry % x 10 Ec. 20
cabello tres niveles de concentracion dentro 4

del intervalo de trabajo (bajo, medio y alto).

Exactitud
Porcentaje de
recuperacién

Se midieron estandares y muestras con
adicion de estandar por triplicado de
concentraciones baja, media y alta (20,
1000 y 2000 ng MeHg)

Se evaluaron los mismos estandares y
Precision ~ muestras con adicion en diferentes dias (3
intermedia  dias) y analistas (2 analistas) por triplicado.

Repetibilidad

Precisién CV ==%x100% Ec. 21

S

Después de evaluar la metodologia y determinar los parametros de
validacién se procedio a calcular la incertidumbre realizando una lista de
las fuentes asociadas a esta investigacion, indicadas en el anexo G.

Incertidumbre

Se realizd 10 veces la medicion de 4 muestras en diferentes condiciones de
cabello tinturado y no tinturado, lavado y sin lavar. aplicando la
metodologia de extraccion para MeHg.

Robustez

Las muestras para el porcentaje de recuperacion fueron dopadas por (adicidn estandar) a tres
rangos de concentracion de la curva de calibrado para MeHg. para el rango bajo se adiciono
sobre la muestra 20 ng MeHg, para el rango medio el mismo procedimiento, pero con 1000
ng MeHg y para rango alto 2000 ng MeHg, estos rangos de concentracion son escogidos por

el analista.
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7.1. Incertidumbre

Tabla 7. Identificacion de las fuentes de incertidumbre para MeHg y HgT

Procedimiento

Variable Fuentes individuales

Preparacién de estandares

Curva de calibrado

Masa

Cantidad de estandar
concentrado tomado a
partir del cual se prepara

Masa de la muestra

Pureza del patron Certificado del reactivo

Calibracion balanza
Resolucion balanza

al se Temperatura de medicién
cada dilucion Repetibilidad
Vol do d Calibracidn del balén aforado
olumen preparado de Temperatura de medicion
solucion diluida o
Repetibilidad
Tolerancia de los matraces
Alicuota de estandar Calibracion de la transf?rpllpeta
Temperatura de medicién
Repetibilidad
Respuesta del equipo Repetibilidad de las mediciones
Masa tara

Masa de tara mas la muestra
Masa de la muestra

Tabla 8. Fuentes de incertidumbre

Calculo estadistico

Incertidumbre debida a la curva de

calibrado

Incertidumbre por pesada en balanza

(Ubal)

Incertidumbre por dilucién (Uvol)

S |1 1 (CO_Cpro)z
== ’— R L Ec.22
Sxo A m+n+ 5. c

Ec.23
S(A; — (By + (B * C;)?
Szj(J(o(l ) e 24
n—2
Uear = /2 * 0,00030042 + S2 Ec.25
U
Upgy = #‘” Ec.26
ap
Uppr = 7 Ec.27
AT * 0,0002 * V,
Usemp = 7 Ec.28
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Upor = \[(Uext)z + (Utemp)z + 52 Ec.29

Uprep = \/(Upur)z + (UPM)2 + (Ubal)2 + (Uvol)z Ec.30

Incertidumbre por precisién y
exactitud U=

Rl

Ec.31

Doénde:

°

Sxo: Concentracion del metal medido por el equipo

X/
L X4

Sxx: Desviacion debida a la curva de calibracion

>

S: Desviacion estandar de los residuales

o
25

X4

Ucal: Incertidumbre tipica asociada a un valor certificado

*,

X4

Ubal: Incertidumbre pesada de balanza

*,

X/
L X4

Uext: Incertidumbre por exposicion del dispositivo en condiciones extremas

*
°e

Utemp: Incertidumbre debido a la temperatura
% Uvol: Incertidumbre por dilucién
¢+ Uprep: Incertidumbre preparacion del estandar

% U: Incertidumbre expandida
7.2.  Implementacion

Este trabajo se deriva de un macroproyecto titulado: Evaluacion del grado de contaminacion
por mercurio y otras sustancias toxicas y su afectacién en la salud humana en las poblaciones
de la cuenca del rio Atrato, como consecuencia de las actividades de mineria. Dicho proyecto
se llevo a cabo con el fin de dar respuesta a lo expuesto en la sentencia T-622-16 de la corte
constitucional de Colombia. Las muestras de cabello obtenidas de la poblacién sujetan a
estudio son los habitantes del municipio de Bojaya, perteneciente al departamento del Choc6
por la cuenca del rio Atrato, estas se analizaron en el laboratorio de Toxicologia y Gestion
Ambiental de la universidad de Cordoba, bajo los parametros de validacion establecidos y

los criterios de analisis estadisticos propuestos en el item 6.3.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS

Antes de calcular los diferentes parametros de validacion los datos obtenidos fueron
evaluados para identificar datos anémalos con la ayuda del test de rechazo de datos de
Grubbs. Las tablas 9 y 10 muestran los resultados obtenidos del andlisis estadistico de
rechazo de datos para HgT y MeHg respectivamente. Los datos obtenidos no generaron
ningun dato anémalo, por lo cual ninguno de los datos recopilados fue considerado atipico,
este criterio fue aplicado para verificar que, en esta serie de datos, alguno o algunos de los

valores no difieran del resto.

Para ellos se aplicé el test de rechazo de datos de Grubbs. Se acepto la hipétesis nula (HO:
todos los datos medidos proceden de la misma poblacidn) al presentarse que el test de Grubbs
calculado para rango bajo y alto en todos los ensayos son menores al Gceritico con nivel de

confianza del 95%.

Como los resultados no presentan datos andmalos se calcularon las variables estadisticas
necesarias establecidas para la validacion del método.

Tabla 9. Rechazo de datos para HgT

Anélisis de Hg en cabello por DMA-80

STD STD STD Muestr  Muestra Muestra Muestra LD-
BAJO MEDIO ALTO a +AD Bajo +AD Medio +AD Alto MRC LC
Ensayo [na/ka]
Muestr

Std2 Std10 Std 100 a 2 10 100
Promedio 2,02 10,2 103,1 2,27 4,08 12,1 107,1 551,9 0,01
S 0,05 0,18 2,20 0,05 0,12 0,17 0,36 26,31 0,00
n 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Valor
Maximo 2,1 10,5 106,1 2,3 4,3 12,3 107,6 607,7 0,02
Valor
Minimo 1,95 10,00 100,21 2,19 3,98 11,89 106,52 528,10 0,01
G Alto 1,43 1,86 1,37 1,79 2,56 1,43 1,46 2,10 1,88
G bajo -1,58 -1,06 -1,31 -1,49 -0,82 -1,17 -1,70 -0,91 -0,83
G Critico 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 211
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Tabla 10. Rechazo de datos para MeHg

Analisis de MeHg en cabello por Analizador RA-915M PYRO-915+

STD STD STD Muestra Muestra Muestra LD-
BAJO MEDIO ALTO Muestra +AD Bajo +AD Medio +ADAlto MRC LC
Ensayo
[Ha/kg]

Std 20 Std1000 Std2000 Muestra 20 1000 2000
Promedio 19,3 981,2 1835,1 175,7 405,7 9450,7 16409,0 0,25 0,75
S 1,25 8,29 26,35 14,22 21,61 225,64 1494,29 0,02 0,19
n 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Valor
Maximo 21,2 993,8 1863,9 199,0 4453 9797,1 17730,0 0,29 0,98
Valor
Minimo 17,7 965,5 1788,3 159,5 367,0 9209,4 13661,9 0,22 0,42
G Alto 1,53 1,53 1,09 1,64 1,83 1,54 0,88 1,72 1,18
G bajo 129 -189  -178 114 -1,79 -1,07 1,84 -164 171
G Critico 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 211

8.1.  Par&metros de validacion para HgT y MeHg

8.1.1. Linealidady rango lineal

A continuacién, se observa en la figura 8 los intervalos lineales estudiados de las curvas de
calibrado para Mercurio en rango bajo, medio y alto, utilizando los datos del anexo A, al
igual que para MeHg en todo su rango teniendo en cuenta los datos del anexo D, donde se
muestra la ecuaciéon de la recta obtenida y el coeficiente de correlacion de los valores

graficados mayor de 0.99 para cada rango.

Después de realizar los graficos que se encuentran en el anexo B y E, se observé de forma
cualitativa el comportamiento de cada curva y a partir de este analisis se escogié el rango de
trabajo dentro del cual existid linealidad. Se prepararon curvas de calibracién en tres dias con
diferentes niveles de concentracion para cada rango que van desde: 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 0.8,
1.0,15, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 ng de Hg para rango bajo, 4.0, 4.5, 5.0, 6.0, 8.0, 10, 12, 15, 18,
20 ng de Hg para rango medio, 30, 50, 80, 100, 150, 200, 400, 600 ng de Hg para rango alto
y 0.1, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20, 30, 50, 80, 100 ng de MeHg para todo su rango.

La figura 8 muestra los diagramas de dispersion para la relacion entre las concentraciones de
metales y los valores de absorbancia correspondientes para HgT y MeHg en cada rango de

trabajo.
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Figura 8 Curva de calibrado de HgT para rango bajo (a), medio (b), alto (c) y MeHg para todo su rango (d).

En cuanto a la evaluacion de linealidad se realizaron los siguientes analisis estadisticos:
Analisis de regresion lineal, test de la verificacion de la pendiente y el intercepto (T-student),

Test de Cochran y andlisis de varianza.

8.1.2. Analisis de regresion lineal HgT y MeHg

En la tabla 11 se muestran los valores de las correspondientes variables para las curvas de
calibracion de HgT y MeHg para cada rango de concentracion, se muestra los valores de R?
en tres dias consecutivos con valor mayor o igual a 0,998, para los coeficientes de correlacion
y los coeficientes de determinacién indicando una relacion fuerte entre ambas variables, y un

bajo error tipico asociado a los datos obtenidos.

Segun Magnusson y Ornemark (2014), si el valor de R? obtenido es superior a 0,995, la

respuesta analitica es lineal en determinados rangos de concentracion. Se muestra el
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coeficiente de variacion (%CV) debido a los factores de respuesta en el que no supera el 5%,

lo cual se encuentra dentro de los limites establecidos por la AOAC.

Tabla 11. Resumen de las ecuaciones de regresion para HgT y MeHg con sus respectivos
coeficientes correlacion y de determinacion.

HgT
Variables X S %CV
m (intercepto) 0,1008 0,0013 1,301
Rango bajo b (pendiente) 0,0017 0,0001 5,882
r? 0,9994 0,00005 0,005
m (intercepto) 0,0401 0,0002 0,718
Rango medio b (pendiente) 0,0212 0,0012 5,677
r? 0,9990 0,0005 0,051
m (intercepto) 0,0008 0 0
Rango alto b (pendiente) 0,0055 0,0004 7,260
r? 0,9983 0,0010 0,107
MeHg
Variables X S %CV
m (intercepto) 0,2269 0,0069 3,0418
Todo el Rango b (pendiente) 9,9901 0,0066 0,0661
r? 0,9997 5,7735E-05 0,0057

8.1.3. Testt-student para la pendiente y el intercepto o variable independiente HgT
y MeHg

Se realiz6 la prueba de la t de Student, siendo n-1 los grados de libertad y a= 0,05, en la que
se comprobd la importancia del intercepto y la pendiente con respecto al cero (Tabla 12). El
intercepto de la recta de ajuste estd cercano a cero, al aplicarsele la prueba de Student se
obtuvo un valor de t experimental menor que el valor de t tabulado con una probabilidad del
95%, lo que permitio establecer que no existen diferencias estadisticamente significativas,
quedando asi demostrada la proporcionalidad del sistema, ademas se cumple con el test de
student de la pendiente, ya que t experimental es mayor que el valor de t tabulado en cada
caso, lo cual nos indica que nuestra pendiente es distinta de cero y puede utilizarse para

calcular la concentracion del analito correspondiente, tanto para HgT como para MeHg.
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Tabla 12. Test t-student para la verificacion de la pendiente y el intercepto HgT y MeHg

HgT
T-student para la pendiente T-student para el intercepto
T Rango bajo ﬁzg?g Rango alto Rango bajo Rango medio Rango alto
Teal 7,70 2,74 5,43 0,05 0,25 0,13
Ttab 1,79 1,83 1,89 1,79 1,83 1,89
MeHg
T-student para la pendiente T-student para el intercepto
T Todo el Rango Todo el Rango
Tcal 305,5 0,53
Ttab 1,833 1,833

8.1.4. Test de cochran para HgT y MeHg

Se aplico el test de Cochran para corroborar que las varianzas de los datos son homogéneas,
los resultados obtenidos para HgT y MeHg cumple con el test de Cochran ya que el Gexp <
Grabla para cada uno de los rangos especificados, lo que indica que las varianzas de las
concentraciones son homogeéneas Yy el factor concentracion no influye en la variabilidad de

los resultados con un grado de significancia o igual 0.05.

Tabla 13. Test de Cochran para HgT y MeHg

HgT
G Rango bajo Rango medio Rango alto
Gexperimental 0:403 0,001 0,075
Gtablas 0,4069 0,445 0.515
MeHg
G Todo el Rango
Gexperimental 0,523
Gtablas 0,523
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8.1.5. Analisis de varianza
Basados en las pruebas de Anova de un factor, la cual estipula que F calculada siempre tiene

gue ser mayor que F tabulada para que no se considere una diferencia significativa.

El andlisis de varianza permitié determinar que el valor F calculado para HgT en los rangos
bajo, medio y alto 33275.5, 17670.8, 12147.0 respectivamente y MeHg en todo su rango
78231,39 tienen valores mayores al F critico = 3,08, indicativo de que el modelo lineal se
ajusta para la relacion entre la absorbancia a partir de la concentracién con un nivel de

significacion del 5%.
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Figura 9. Graficos de residuales de HgT para rango bajo (a), medio (b), alto (c) y MeHg todo su rango (d)

En la figura 9 se muestra la representacion de los residuales, la cual confirma la validez del
modelo. No se observa una tendencia caracteristica en los residuos, es decir hay una

distribucion aleatoria para las diferentes concentraciones de HgT y MeHg.
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8.1.6. Precision del sistema para HgT y MeHg
La precision se expresa como el coeficiente de variacion de una serie de medidas, a
continuacién, se muestran los resultados de precision evaluados como repetibilidad y

precision intermedia utilizando los datos del anexo C y F.

8.1.6.1. Repetibilidad y precision intermedia
En latabla 14 y 15 se observa que el parametro estadistico precision definiéndolo en términos
del coeficiente de variacion (%CV) promedio para los distintos rangos de trabajo cumple con

el criterio de aceptacién de calidad analitica estipulado para este tipo de analisis (<10%).

En la determinacion de la repetibilidad y precision intermedia, los coeficientes de variacion
calculados para el sistema se determinaron en tres niveles de concentracion y en tres dias
diferentes tanto para HgT como para MeHg. En ambos casos los valores no fueron superiores
al 10%, obteniéndose asi valores inferiores al aceptado como maximo para el método EPA

7473, lo cual indica que el método de analisis es preciso.

Tabla 14. Precision del sistema para HgT

Repetibilidad
ng Hg %CV
Dial Dia 2 Dia 3
Rango bajo 2 0,288 1,280 1,059
Rango medio 10 0,479 0,227 1,092
Rango alto 100 0,479 1,545 1,674
Precision intermedia
ng Hg %CV
Rango bajo 2 2,36
Rango medio 10 1,79
Rango alto 100. 2,14
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Tabla 15. Precisién del sistema para MeHg

Repetibilidad
ng Hg %CV
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Rango bajo 20 2,646 4,162 2,120
Rango medio 1000 0,350 0,720 0,394
Rango alto 2000 2,048 1,545 0,941

Precisién intermedia

ng Hg %CV

Rango bajo 20 6,46

Rango medio 1000 0,84
Rango alto 2000 1,44

8.1.7. Exactitud

La tabla 16 muestra la exactitud expresada como porcentaje de error. EI %E mostrado es el
promedio de los %E para cada nivel. En el analisis del parametro exactitud se cumplen los
criterios de aceptacion estipulados en este tipo de estudio dentro de los cuales el porcentaje
de error relativo (%E) para la exactitud de HgT en cada nivel bajo, medio y alto y MeHg en
todo su rango de las curvas, se encuentran los resultados dentro del rango de aceptacion
(+5%) segun lo establecido en AOAC.

Tabla 16. Exactitud del sistema para HgT y MeHg

HoT MeHg
Rango Curva %E Rango Curva %E
Rango bajo 2ng 1,20 Rango bajo 20 ng 3,30
: 1000 ng 1,81

Rango medio 10 ng 191 Rango medio
Rango alto 100 ng 310 Rango alto 2000 ng 3,42
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8.1.8. Precision del método para HgT y MeHg

La guia 1SO 3534-1:199322, define la exactitud como “la proximidad en la concordancia
entre un resultado y el valor de referencia aceptado” y esta misma norma establece que la
precision es el grado de concordancia entre ensayos independientes obtenidos bajo unas

condiciones estipuladas.

8.1.8.1. Repetibilidad

La repetibilidad para HgT y MeHg se muestran en la tabla 17. Los resultados obtenidos por
el equipo se expresan en ng de Hg y MeHg, se compararon los resultados obtenidos para cada
muestra con los reportados por la AOAC internacional (Association of Official Analytical
Chemists) y el valor establecido por el IDEAM, para definir si el método cumplia en cuanto
a repetibilidad del método.

Teniendo en cuenta los resultados de la tabla 17, se defini6 este parametro en términos de
porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) para los tres niveles de concentracion de HgT
(bajo: 2ng; medio:10ng; alto:100ng) y MeHg (bajo: 20ng; medio:1000ng; alto:2000ng). Se
observa que los coeficientes de variacion estan por debajo de los limites establecidos por la
AOAC y también se encuentran por debajo del 10%, valor establecido por el IDEAM para la
estandarizacion de métodos analiticos (IDEAM, 2006), por lo tanto, se cumplen con las

especificaciones establecidas en cuanto a la repetibilidad del método.

Tabla 17. Repetibilidad del método para HgT y MeHg

HgT MeHg
Muestra %CV Muestra %CV
Cabello Dia 1 1,19 Cabello Dia 1 0,69
Cabello Dia 2 1,37 Cabello Dia 2 4,47
Cabello Dia3 1,06 Cabello Dia 3 0,97
Cabello +Adicion 2 ng 4,40 Cabello +Adici6n 20 ng 1,26
Cabellloo+r$dIC|0n 107 Cabe:{g)ogﬁgicmn 0.38
Cabelizg:;ﬂcmn 235 Cabezll(())ogﬁzicmn 0.44
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8.1.9. Precision intermedia

A continuacion, la precision intermedia se expresa como %CV para las muestras de cabello
se evaluo por 2 analistas entre dias, con tres niveles de concentracion diferente. En la tabla
18 se observa que al promediar los resultados de cada muestra con adicionado el coeficiente
de variacion en cada caso fue mayor que el obtenido para repetibilidad, esto debido a que se
producen pequerfios errores en la medicion entre los analistas que pueden generar diferencias

en los resultados del proceso de medicion.

La precision intermedia definiéndola en términos del coeficiente de variacion (%CV)
promedio para los distintos rangos de trabajo cumple con el criterio de aceptacion de calidad
analitica estipulado para este tipo de andlisis (<10%) para matrices segun la AOAC, por lo

tanto, se acepta que el método de analisis es preciso.

Tabla 18. Precision intermedia para HgT y MeHg

HgT MeHg
Muestra %CV Muestra %CV
Cabello 1 3,84 Cabello 1 7,90
Cabellol+Adicién 2.94 Cabellol+Adicion 5,33
2 ng 20 ng
Cabellol+Adicién Cabellol+Adicion
10 ng 1,38 1000 ng 2,39
Cabello1+Adicién Cabello1+Adicién
100ng 0,33 2000 ng 9,11

8.1.10.Exactitud del método

La exactitud del método desarrollado se evalud con base en el porcentaje de recuperacion
utilizando los datos que se encuentran en el anexo C y F. Se calcul6 el %R, y los resultados
que se observan en las tablas 19 y 20 son los promedios de los dias que se realiz6 cada replica
para cada analito. En base a estos datos se concluye que los %R son satisfactorios; lo que nos
indica que el método utilizado es apropiado. Los resultados en base al porcentaje de
recuperacion se encuentran dentro del intervalo de aceptacion de 80-120 % segun la AOAC
internacional (Association of Official Analytical Chemists) lo cual indica que el método no

presenta perdidas de analito (<80%) o interferencia de matriz (>120%).
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Tabla 19. Exactitud método HgT

%R
Muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3
Cabello 1 +Adicién 2ng 97,61 84,94 88,91
Cabello 1 +Adicién 10Ng 97,52 99,62 97,73
Cabello 1 +Adicién 100 ng 105,01 104,50 105,15
Tabla 20. Exactitud del método para MeHg.
%R
Muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3
Cabello 1 + Adicién 20ng 88,25 84,92 86,45
Cabello 2 + Adicion 1000ng 96,22 97.16 100,15
Cabellol + Adicién 2000 ng 111,13 102,76 104,54

8.1.11. Analisis material de referencia

Se realiz6 analisis al material de referencia (IAEA-086 Human Hair para HgT) obteniéndose
los resultados mostrados en la tabla 21. Dado que nuestro resultado se encuentra dentro de
los limites de aceptacion del MRC, podemos decir que nuestro método presenta un buen

desempefio analitico, tanto en veracidad (%E<5%) como en precision (%CV<10%).

Tabla 21. %R para material de referencia certificado

Réplicas HgT MeHg

1 0,523 0,246

2 0,506 0,249

3 0,543 0,291

4 0,582 0,268

5 0,571 0,258

6 0,562 0,249

7 0,566 0,221

8 0,578 0,239

9 0,564 0,276

Promedio 0,555 0,255

Desv. Estandar 0,025 0,0208

CcVv 4,652 8,156

%R 96.21 97.58

MRC (mg/Kg) 0.573 0.258
Intervalo 0.534 —0.612 0.236 — 0.279
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8.1.12. Limite de deteccion y cuantificacion

Para corroborar el limite de deteccién del método, se analizaron 15 estandares de blancos, se

determiné el promedio, la desviacion estandar de las concentraciones y se le aplico el test de

rechazo para saber los datos anémalos obteniendo los datos que se muestran en la tabla 9 y

10 para HgT y MeHg respectivamente. Ademas, en los resultados de la prueba estadistica t-

student con 95% de aceptabilidad realizada a 15 blancos se observa que entre los datos

obtenidos no hay ninguno anémalos.

El limite de deteccidon y limite de cuantificacién se calculé mediante el procedimiento

descrito en la metodologia, obteniéndose los siguientes resultados: para HgT el LC (1,61) y
LDM (0,59) y para MeHg LC (1,90) y LDM (0,70) calculados utilizando las Ecua (3 y 5),
ademaés que se determind el LDI (0,26) para HgT y LDI (0,31) para MeHg calculado por las

Ecua (4) como se observa en la tabla 22.

Tabla 22. Limite deteccion y cuantificacion.

Réplicas HgT (ug/kg Hg) MeHg (ug/kg Hg)

1 0,01 0,70

2 0,01 0,78

3 0,02 0,48

4 0,01 0,42

5 0,04 0,94

6 0,04 0,98

7 0,03 0,74

8 0,06 0,88

9 0,04 0,84

10 0,05 0,70

11 0,05 0,64

12 0,01 0,42

13 0,01 0,50

14 0,02 0,94

15 0,02 0,78
Promedio 0,03 0,72
Desviacion 0,16 0,18
LDI 0,26 0,31
LDM 0,59 0,70
LCM 1,61 1,90
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8.1.13. Robustez y selectividad del método para MeHg

El calculo de la robustez para la determinacion de metilmercurio, se llevo a cabo evaluando
los dos disefios experimentales planteados en la metodologia, en donde se analizo el efecto
del lavado y tinturado del cabello para visualizar los cambios significativos que pueden tener
sobre el método, a través de un analisis de varianza y coeficiente de variacién como se

muestra en las tablas 23 y 24.

Tabla 23. Anélisis de comparacién de varianzas entre cabello tinturado y sin tinturar

Cabello tinturado lavado Cabello tinturado sin lavar

Media 8,2 7,6

Varianza 0,14 0,05
Observaciones 10 10

Grados de libertad 9 9

F 2,70

P(F<=f) una cola 0,07

Valor critico para F (una cola) 3,18

%CV 4,25 5,12

Se analizaron muestras de cabello tinturado lavado y sin lavar. En el analisis de varianza el
valor F calculado para las muestras es menor que el valor critico de F, esto quiere decir que

no existe diferencia significativa entre muestras.

Tabla 24. Analisis de comparacion de varianzas entre cabello sin tinturar lavado y sin lavar

Cabello sin tinturar lavado Cabello sin tinturar sin lavar
Media 7,594 7,566
Varianza 0,10876 0,05856
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 1,857240437
P(F<=f) una cola 0,185021556
Valor critico para F (una cola) 3,178893104
%CV 2,64 2,89

El objetivo principal que emplea la robustez es describir bajo que condiciones ya establecidas
en el método, en este caso EPA 7473 se puede obtener resultados confiables con pequefias

variaciones Inter laboratorio o cambios en la rutina que se emplea para la ejecucion de este.

El procedimiento al no permanecer inalterado con los cambios de preparacion y conservacion
de la muestra provee informacion de su comportamiento en la rutina utilizada. Un método es

mas robusto cuanto menos dependa de una rutina estricta. Por ejemplo, cuando se considera
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el lavado del cabello algo fundamental, esto con la finalidad de eliminar el contenido de grasa
presente en la muestra y propio de la misma, ya que cuando se somete al proceso directo de
medicion estos pueden ocasionar datos erréneos en la medida no brindando resultados
confiables y precisos. La robustez se evalud, ademas, considerando la influencia del tinte en
el cabello, ya que en su composicion pueden formar elementos mercuriales (Benarroch, et al
2013), se prepararon muestras de cabello tinturado y sin tinturar y se realizo la medicion de

la muestra a través del proceso de extraccion que se realiza para MeHg.

Los valores de los coeficientes de variacion (CV) encontrados y puestos en evidencia en las
tablas anteriores permiten aseverar condiciones de robustez. Ademas, en el analisis de
varianza el valor F calculado para las muestras es menor que el valor critico de F, esto quiere
decir que no existe diferencia significativa entre muestras. Después de realizar los ensayos
de robustez se demuestra que el método presenta confiabilidad, con medidas que no resultan

afectadas por pequefias variaciones en los parametros del método establecido.

8.2. Incertidumbre

El calculo de incertidumbre para la determinacion de mercurio y metilmercurio, se realiz6 como una

sumatoria de fuentes individuales como se muestra a continuacion:

8.2.1. Incertidumbre del estandar de Hg

Para este calculo se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

Peso molecular del Hg

Aforo realizado para su preparacion (incluye calibracion del material volumétrico utilizado).
Uestandar =3,12E-03

8.2.2. Incertidumbre peso molecular del Hg
Incertidumbre medida debido al peso molecular del estandar.
Upeso molecular = 0,000058
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8.2.3.

Tabla 25. Incertidumbre debida a la preparacién de estandares

Incertidumbre Preparacién estandar 0.01, 0.1, 1, Y 10 ppm.

Fuente Descripcion Simbolo HgT
Volumen de blanco Vb 6.15E-04
Volumen final de estandar VE 1.24E-03
Preparacion de estandares Estandar 0,01 El 4,86E-04
P Esténdar 0,1 E2 1,46E-04
Estandar 1 E3 5,28E-04
Estandar 10 E4 1,46E-03
Tabla 26. Incertidumbre combinada para el rango de trabajo HgT
FUENTE DESCRIPCION Simbolo Rango alto Rango medio Rango bajo
Masa tara del recipiente Mo 5.50E-05 1.50E-05 7.60E-05
Masa de la Masa del recipiente con M; 6.60E-05 5 60E-05 5 41E-05
muestra muestra
Masa de muestra Mm 1.32E-04 6.21E-04 1.31E-04
Concentracion Curva de calibrado Cal 1.95E-02 1.27E-02 5.78E-02
Exactitud Recuperacion Rec 5.64E-03 2.90E-03 1.18E-02
Precision Repetibilidad Rep 2.10E-04 4.80E-03 2.13E-02
Precision intermedia Pl 7.0E-03 8.10E-03 6.13E-02
Incertidumbre
final expandida Uexp 0.62 0.25 0.37
Congentramon Conc 14 7 20
medida
Valor reportado 14+0.62 7+ 0.25 2.0+ 0.37
Tabla 27. Incertidumbre debida a la preparacion de estandar MeHg
Fuente Descripcion Simbolo CHsHg
Volumen final de estandar VE 1.34E-03
Preparacion de Estandar 0,01 El 5.26E-03
estandares Estandar 57 E2 8.60E-04
Estandar 1 E3 3.36E-03
Tabla 28. Incertidumbre combinada para el rango de trabajo MeHg
FUENTE DESCRIPCION Simbolo Rango alto Rango medio Rango bajo
Masa tara del recipiente Mo 9.10E-04 9.10E-04 7.20E-04
Masa de la Masa del recipiente con M; 9.10E-05 9.10E-04 8.10E-04
muestra muestra
Masa de muestra Mm 1.29E-04 1.29E-04 2.39E-04
Concentracion Curva de calibrado Cal 1.59E-02 6.64E-02 7.30E-03
Exactitud Recuperacion Rec 2.38E-02 7.53E-02 8.20E-03
Precision Repetibilidad Rep 6.30E-02 3.48E-02 4.42E-02
Precision intermedia Pl 6.34E-02 8.15E-02 6.8E-02
Incertidumbre
final expandida Uexp 0.34 0.23 0.65
Concentracion Conc 1.58 5.32 342
medida
Valor reportado 1.58+ 0.34 5.32+0.23 342+37.65
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Al estimar la incertidumbre global, fue necesario tomar cada fuente de incertidumbre y
tratarla de forma separada para obtener la contribucién de esa fuente. Cada una de las
contribuciones separadas a la incertidumbre es un componente de la incertidumbre
(EURACHEM, 2019). Para esto se calcul6 la incertidumbre final expandida a partir de las
incertidumbres estandares de cada variable, cumpliendo el criterio de confiabilidad del 95%,

ademas se realizo la tabulacidn y célculo de estos datos en una plantilla de Excel.

De acuerdo a las tablas anteriores se puede determinar que el mayor aporte a la incertidumbre
se da por parte de la precision intermedia, este resultado se atribuye a que las mediciones de
la muestra fueron realizadas entre analistas diferentes y la preparacion de los estandares son
realizadas durante tres dias distintos y las condiciones del laboratorio pueden variar, asi como
también se debe tener en cuenta que para estandares de concentraciones muy bajos se hace
necesario emplear dilucién en su preparacion, lo que puede generar un significativo aporte

de incertidumbre a la fuente mencionada.

Tabla 29. Resumen de los parametros de validacion

Parametro HgT MeHg
LD 0,59 0,70
LC 1,61 1,90
Rango bajo 90,52% Rango bajo 96.54%
Exﬁ/igtw Rango medio 98,25% Rango medio 97.85%
Rango alto 104,86% Rango alto 106.14%
Rango bajo 4.40 Rango bajo 1,26
Repetibilidad Rango medio 1,07 Rango medio 0,38
%CV
Rango alto 2,35 Rango alto 0,44
Rango bajo 2,94 Rango bajo 5,33
Precision intermedia . .
%CV Rango medio 1,38 Rango medio 2,39
Rango alto 0,33 Rango alto 4,11
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9. CONTROL DE PROCESO PARA LA VALIDACION DE LOS METODOS

Al realizar la validacion se tuvo en cuenta el control de proceso, el cual se aplicara a cada
lote de muestra, este quedara consignado en el procedimiento estandar operativo para la
determinacion de mercurio total y metilmercurio en cabello, del laboratorio de toxicologia y
gestion ambiental de la universidad de Cérdoba, bajo las siguientes condiciones: Se realizd
un duplicado cada 20 Muestras, un adicionado cada 40 muestras, un blanco cada 20 muestras
y la medicion del material de referencia por triplicado cada 100 muestras, esto dependiendo

de los analisis que se realicen en el laboratorio diariamente.

10. IMPLEMENTACION

Para la implementacion de la metodologia se seleccionan muestras de cabello de la poblacion
del municipio de Bojaya departamento de Choco, las cuales fueron recolectadas por
profesionales en el area ambiental y posteriormente trasportadas al laboratorio para su
tratamiento y analisis, el total de personas evaluadas fue de 100 muestras. Se compararon los
valores obtenidos con valores de referencia para Hg y MeHg en cabello arrojando valores
por encima del limite permisible de mercurio en cabello segin la OMS (>0.5 pg/g)
(Kerguelen, 2020).

Tabla 30. Analisis de muestras de cabello para HgT y MeHg

MUESTRA  Max. valor Min. valor S Media Moda ME%E?'M S
Ca(buegllllg)Hg 5,0319 30102 0,8328 3,5261 35737 100
Cab?:]'g /2;'9"'9 4,6238 20482 0,8246 2.3620 3,3489 100

En Colombia, uno de los problemas méas importante asociado a la mineria aurifera es la
contaminacion por mercurio y otras sustancias toxicas constituyéndose en un factor de riesgo
para la salud humana (LoOpez, et al 2016). Estas muestras fueron tomadas en marco del

macroproyecto titulado: Evaluacion del grado de contaminacién por mercurio y otras
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sustancias toxicas y su afectacién en la salud humana en las poblaciones de la cuenca del rio

Atrato, como consecuencia de las actividades de mineria.

La metodologia se implement6 en muestra de Cabellos provenientes de los habitantes de la
cuenca del rio Atrato, departamento del Chocd, el cual estd ubicado en la zona norte de
Colombia, hace parte del Choc6 biogeografico, y es considerada una de las zonas con méas

biodiversidad del planeta.

En la tabla 29 se observa los resultados de la implementacion, que como era de esperarse, los
niveles de mercurio en cabello superando los limites permisibles OMS (>0.5 pug/g) con un
promedio de 5,124 Hg (ug/g) y 4,406 MeHg (ug/g), de uno de los factores mas importantes
que interfiere en la cantidad de mercurio presente en el cabello es el consumo de pescado
contaminado ya que en estudios anteriores este presenta un riesgo para la salud humana,
siendo esta la principal via de exposicion (OMS, 2008). Un elevado indice de mercurio y
metilmercurio en cabello como se presenta en las muestras analizadas en el presente trabajo
podria representar un riesgo para la salud humana y posibles complicaciones para la salud de
estas personas.
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11. CONCLUSIONES

Se valid6 el método 7473 de la US EPA para la determinacion de mercurio y
metilmercurio en cabello mediante el uso de los equipos DMA 80 (Analizador
Directo de Mercurio) y Analizador de mercurio RA-915M PYRO-915+.

La exactitud definiéndola en base al porcentaje de recuperacion es buena, debido a
que se obtuvo resultados entre el 90,52% hasta 104,86% para HgT y de 82,9% hasta
118,8% para MeHg, los cuales se encuentran entre los limites aceptados por la AOAC
(80%-120%). Para los estandares el porcentaje de error fue <5%, el cual se encuentra
entre los limites de aceptacion.

La precision del método evaluada como repetibilidad y precision intermedia
definiéndola en términos de coeficiente de variacion fueron menores al 5% tanto para
Mercurio como para Metilmercurio, los cuales cumplen con los criterios de
aceptacion establecidos.

Para el limite de deteccion del método y limite de cuantificacion, se observé que el
equipo detecta concentraciones de 0.59 ng de Hg y 0,70ng de MeHg y cuantifica a
partir de 1,61 ng de Hg y 1,90 ng de MeHg, lo cual demuestra veracidad del método
para la determinacion de estos dos analitos.

Para un nivel de confianza del 95% se obtuvo una incertidumbre experimental de £
0.37 para el nivel bajo, £ 0.25 para el nivel medio y +0.62 para el nivel alto de HgT
y + 0.65 para el nivel bajo, =+ 0.23 para el nivel medio y £0.34 para el nivel alto de
MeHg lo cual es acorde para el andlisis del método.

El método validado demostro tener una buena linealidad para ambos compuestos, lo
que se confirmo con las pruebas estadisticas que mostraron la buena relacion entre
los datos y la no existencia de diferencia estadisticamente significativa entre el valor
F calculado para HgT en los rangos bajo, medio y alto 33275.5, 17670.8, 12147.0
respectivamente y MeHg en todo su rango 78231,39 siendo estos mayores al valor F
critico = 3,08, con un nivel de confianza del 95%.

En cuanto a la robustez del método para MeHg al evaluarse la capacidad del resultado
de no sufrir alteraciones por pequefias modificaciones en los parametros del analisis,
se comprobd que las pequefias modificaciones de la rutina para ejecutar la

metodologia no interfieren en los resultados obtenidos.
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» Se implement6 el método desarrollado en muestras de cabello de habitantes del
municipio de Bojayd en el departamento del ChocO expuestos a este tipo de

contaminacion, en las cuales se encontraron altas concentraciones de Hg y MeHg.
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12. RECOMENDACIONES

Analizar las muestras el mismo dia de realizar la extraccion de MeHg debido a que

el analito es volatil y poco estable, por tanto, puede haber pérdida del mismo.

Preparar diario las soluciones de sulfato de cobre, bromuro de potasio y cisteina.

Se recomienda dejar calentar las muestras para la identificacion de MeHg por mas

tiempo (30 minutos) para obtener una mejor extraccion del compuesto.

Quemar la celda de cuarzo del DMA-80 antes de introducir la muestra, para eliminar

cualquier contaminacién con mercurio.
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ANEXOS

ANEXO A. Curva de calibrado por triplicado, para cada rango.

Tabla Al. Puntos por triplicado para la curva de calibrado rango bajo

ng Hg ABS
0,05 0,0057
0,05 0,0070
0,05 0,0060
0,1 0,0092
0,1 0,0101
0,1 0,0084
0,3 0,0269
0,3 0,0303
0,3 0,0309
0,5 0,0449
0,5 0,0541
0,5 0,0532
0,8 0,0857
0,8 0,0808
0,8 0,0844
1 0,1072
1 0,1084
1 0,1036
15 0,1541
15 0,1463
15 0,1560
2 0,2092
2 0,2142
2 0,2057
2,5 0,2572
2,5 0,2430
2,5 0,2558
3 0,2983
3 0,3083
3 0,3004
35 0,3543
3,5 0,3560
3,5 0,3483
4 0,4076
4 0,4062
4 0,4021
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Tabla A2. Puntos por triplicado para la curva de calibrado rango medio

ng Hg ABS
4 0,1788
4 0,1708
4 0,184
4,5 0,1991
4,5 0,2067
4,5 0,1949
5 0,2259
5 0,2208
5 0,2141
6 0,2541
6 0,2476
6 0,2433
8 0,3434
8 0,3506
8 0,3461
10 0,4299
10 0,4393
10 0,4262
12 0,5023
12 0,5131
12 0,5189
15 0,6201
15 0,6408
15 0,6222
18 0,7388
18 0,7343
18 0,7321
20 0,8246
20 0,819
20 0,8166

Tabla A3. Puntos por triplicado para la curva de calibrado rango alto

ng Hyg ABS
30 0,0264
30 0,0294
30 0,0324
50 0,0407
50 0,0443
50 0,0432
80 0,0587
80 0,0592
80 0,0605
100 0,0823
100 0,0892
100 0,0792
150 0,1306
150 0,1214
150 0,1291
200 0,1689
200 0,1766
200 0,1752
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400 0,3296

400 0,3356
400 0,3284
600 0,4755
600 0,4806
600 0,4797

ANEXO B. Graficas de regresion para el Mercurio.
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Figura B2. Curva de calibrado rango medio
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Figura B3. Curva de calibrado rango alto.
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ANEXO C. Precision y exactitud.

Tabla C1. Precision del sistema para HgT

ng Hg Precision intermedia
DIA 1 DIA 2 DIA 3 SD %PCiV
Repetibilidad 2,23 2,32 2,24 0,051 2,26
2,24 2,36 2,28
Muestras . 2,19 2,29 2,25
Promedio 2,220 2,323 1,969
SD 0,026 0,032 0,021
%CV 1,188 1,370 1,059
%CV promedio 1,206
Repetibilidad 2,03 2,08 1,97 0,048 2,36
2,04 2,09 1,95
. . 2,03 2,04 1,99
Nivel bajo [2 ng] Promedio 2035 2071 1,969
SD 0,006 0,027 0,021
%CV 0,288 1,280 1,059
%CV promedio 0,876
Repetibilidad 10,19 10,05 10,54 0,183 1,79
10,17 10,03 10,39
. . 10,10 10,00 10,31
Nivelmedio [10ng]  proedio 10153 10,026 10414
SD 0,049 0,023 0,114
%CV 0,479 0,227 1,092
%CV promedio 0,600
Repetibilidad 105,12 100,36 101,36 2,204 2,14
106,12 103,49 103,56
. 105,49 102,25 100,21
Nivel alto [100 ng] Promedio 105574 102,032 101,710
SD 0,506 1,576 1,702
%CV 0,479 1,545 1,674
%CV promedio 1,232
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Tabla C2. Exactitud del sistema para HgT

%R

H 0,
ng Hg Promedio SD %R promedio

2,23 2,21952 0,026372974
DIA-1 2,24
2,19
2,32 2,32291 0,03183371
Muestra DIA -2 2,36
2,29
2,24 2,25512 0,021997319
DIA -3 2,28
2,25 NA

4,38 4,17191 0,185026975 97,62
DIA -1 4,09

4,04

4,06 4,02267 0,040207612 84,99
DIA -2 3,98

4,03

4,06 4,03436 0,031778457 88,96
DIA -3 4,04

4,00 90,52

Nivel bajo [2
ng Hg]

12,01 11,97007 0,03333032 97,51
DIA-1 11,96
11,95
12,26 12,28025 0,042729017 99,57
DIA -2 12,25
12,33
11,97 12,02107 0,160901649 97,66
DIA -3 12,20
11,89 98,25

Nivel medio
[10 ng Hg]

107,220 107,22333 0,425009804 105,00
DIA-1 106,800
107,650
106,980 106,83000 0,268514432 104,51
DIA -2 106,520
106,990
107,560 107,33333 0,220302822 105,08
DIA -3 107,320
107,120 104,86

Nivel alto
[100 ng Hg]
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ANEXO D. Puntos para la curva de calibrado MeHg

Tabla D1. Puntos para la curva de calibrado 1 MeHg

ng Hg ABS
0,1 1,57
1 10,81
2 17,57
5 49,88
10 96,44
20 200,03
30 296,52
50 502,73
80 810,32
100 987,38
Tabla D2. Puntos para la curva de calibrado 2 MeHg
ng Hg ABS
0,1 1,51
1 10,86
2 17,20
5 51,12
10 95,84
20 200,43
30 301,52
50 503,37
80 811,46
100 989,02
Tabla D3. Puntos para la curva de calibrado 3 MeHg
ng Hg ABS
0,1 1,57
1 10,73
2 17,68
5 50,14
10 96,01
20 201,64
30 300,58
50 502,31
80 811,15
100 988,55
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ANEXO E. Curva de calibrado por triplicado, para todo el rango MeHg
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Figura E1. Curva de calibrado 1 MeHg
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Figura E2. Curva de calibrado 2 MeHg
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Figura E3. Curva de calibrado 3 MeHg
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ANEXO F. Precision y exactitud.

Tabla F1. Precision del sistema para MeHg

ng Precision intermedia
DIA1 DIA 2 DIA 3 Promedio SD %CV PI
Repetibilidad 159,54 199,05 174,34 175,688 13,884 7,90
161,47 181,99 177,47
Muestras 159,54 190,71 177,08
Promedio 160,181 190,585 176,298
SD 1,118 8,532 1,708
%CV 0,698 4,476 0,969
wev . 2,048
promedio
Repetibilidad 18,28 19,84 21,24 19,333 1,249 6,46
17,72 18,28 20,36
Nivel bajo [20] 18,68 18,84 20,76
Promedio 18,227 18,987 20,787
SD 0,482 0,790 0,441
%CV 2,646 4,162 2,120
wev . 2,976
promedio
Repetibilidad 978,80 977,28 993,88 981,227 8,290 0,84
Nivel medio 977,84 965,52 986,12
[1000] 984,20 978,00 989,40
Promedio 980,280 973,600 989,800
SD 3,429 7,007 3,895
%CV 0,350 0,720 0,394
wev . 0,488
promedio
T 1788,32 1826,16 1844,60 1835,160 26,349 1,44
Repetibilidad
1852,24 1800,64 1829,24
Nivel alto [2000] 1854,28 1857,04 1863,92
Promedio 1831,613 1827,947 1845,920
SD 37,507 28,242 17,378
%CV 2,048 1,545 0,941
wev . 1,511
promedio
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Tabla F2. Exactitud del sistema para MeHg

[v)
Promedio SD %R %R .
ug/L promedio

159,54 160,181 1,1178
DIA -1 161,47
159,54
199,05 190,585 8,5315
Muestra DIA -2 181,99
190,71
174,34 176,298 1,7077
DIA -3 177,47
177,08 NA
410,45 416,005 5,2573 88,25
DIA -1 420,91
416,65
445,30 412,778 28,4891 84,92
Nivel bajo [20] DIA -2 392,26
400,77
367,09 388,383 18,5665 86,45
DIA -3 401,16
396,90 86,54
9209,48 9282,401 79,5308 96,24
DIA -1 9367,20
9270,52
9654,22 9396,398 223,2992 97,12
DIA -2 9270,52
9264,45
9490,05 9673,302 161,9420 100,19
DIA -3 9797,16
9732,70 97,85
17238,394 16271,629 1590,7514 111,13
DIA -1 14435,651
17140,842
17718,707  16628,534 979,1964 102,76
Nivel alto [2000] DIA -2 15823,702
16343,193
13661,900 16326,869 2309,0139 104,54
DIA -3 17588,639
17730,069 106,14

Nivel medio
[1000]
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ANEXO G. Incertidumbre EPA 7473

Figura G1. Diagrama de Ishikawao o "causa-efecto” de las fuentes de incertidumbre para
MeHg y Hg en cabello por EPA 7473
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