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RESUMEN

La mayoria de las decisiones de gestion ambiental surgen del analisis de la
informacion obtenida de las medidas realizadas en controles de rutina, tanto internos
como externos. La fiabilidad y la correcta interpretacion de los resultados analiticos de
estas mediciones requieren conocimientos acerca de su calidad, especialmente en lo
que respecta a la incertidumbre de la medicion. La evaluacion de la incertidumbre de
la medicién para el analisis quimico es un reto constante para el quimico analitico,
porque se requiere un conocimiento completo de todo el proceso de analisis. La norma
ISO / IEC 17025 requiere para los laboratorios acreditados, que la incertidumbre de la
medicion asociada a un resultado debe estar disponible y se debe informar si puede
afectar el cumplimiento de un limite maximo reglamentario.

Se considera que el enfoque mas ventajoso para estimar la incertidumbre es el
que emplea la informacién obtenida en la evaluacion de la exactitud del método
analitico empleado. En general, cuando no se dispone de referencias de alta jerarquia
metroldgica, se hace uso de materiales de referencia producidos en el laboratorio ("in
house reference materials", IHRM), o de la informacion de los ejercicios de las pruebas
de aptitud.

Este trabajo de tesis describe la evaluacion de la incertidumbre de la medicion
en la determinacion de algunos analitos de interés ambiental. Los estudios se realizan
en los escenarios restringidos de ausencia de referencia de la mas alta jerarquia
metrologica, las muestras son de matrices complejas y los procesos analiticos que se
utilizan poseen etapas de pretratamiento que afectan significativamente a la
incertidumbre general de los resultados.

Los resultados obtenidos demuestran la importancia de la evaluacién de la
incertidumbre de las diferentes etapas de los procesos de medicion, en la

determinacion de mercurio y PAHs en muestras ambientales:
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Respecto del estudio del mercurio se destaca que:

v" Los IHRMs son apropiados para ser usados como materiales de control de
calidad en ensayos de aptitud.

v' Las evaluaciones estadisticas realizadas demuestran que la incertidumbre
expandida relativa es igual para las fuentes de variacién tenidas en cuenta,
es decir laboratorios e IHRMs. Esta informacién se debe tener en cuenta
para tomar decisiones posteriores.

En cuanto al estudio de PAHs totales se menciona:

v Se utiliza la informaciéon de la precisién y el sesgo estimado en el
procedimiento de evaluacion de la exactitud usando el IHRM para calcular
la incertidumbre de medicion del proceso analitico.

v' El IHRM desarrollado es muy util para optimizar un nuevo método de
extraccién de PAHs, no estandarizado y para evaluar la exactitud de los
resultados de los métodos extractivos.

v' Las incertidumbres globales dependen fuertemente de la contribucion
asociada a la falta de homogeneidad de los muestras

En referencia a la determinacion de PAHs mediante CG-MS se sefala:

v' Los materiales de prueba preparados son Utiles para evaluar la veracidad y
calcular la incertidumbre de dos métodos extractivos.diferentes.

v' La incertidumbre de ambos métodos disminuye al aumentar el nimero de
analisis.

v' El sesgo constante contribuye significativamente en el balance de

incertidumbre para ambos métodos a bajos niveles de concentracion.
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ABSTRACT

Most environmental management decisions are the result of analysis of the
information obtained from measurements made in both internal and external monitoring
of the control routines. The reliability and the correct interpretation of the analytical
results of such measurements require knowledge about their quality, especially with
regard to measurement uncertainty. However, the assessment of measurement
uncertainty for chemical analysis is a constant challenge for analytical chemist because
a complete knowledge of the whole analytical process is required in order to produce
valid information. It is a requirement for laboratories accredited under the ISO/IEC
17025 that the measurement uncertainty associated with a result should be available
and reported if it may affect compliance with a maximum regulatory limit.

The approach for estimating uncertainty that uses information from accuracy
assessment has the advantage to not require extra efforts for the analysts.
Nevertheless, when references with the highest metrological hierarchy are not
available, in house reference materials (IHRMs) and the proficiency test information are
used to calculate the measurement uncertainty.

This thesis describes the assessment of measurement uncertainty for the
determination of some analytes of environmental concern. The studies were performed
in the restricted scenarios of absence of reference of the highest metrological
hierarchy, complex matrix samples, and analytical processes with pretreatment steps
that significantly affect the overall uncertainty of the results.

The obtained results show the importance of the evaluation of the uncertainty of
the different step of the analytical process, in determinations, mercury and PAHSs, in
environmental samples.

Mercury:

v" The IHRMs have suitable homogeneity and stability, and they can be used

as quality control materials in proficiency test.
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v' The relative expanded uncertainty is similar for both source of variation:
laboratories and IHRMs. This information should be taken into account in
making subsequent decisions.

Total PAHS:

v' The precision and estimated bias calculated in the accuracy evaluation
using the IHRM were used to calculate the uncertainty of the analytical
process measurement

v The developed IHRM is useful to optimize a new extraction method no
standardized and to evaluate the accuracy the obtained results in both used
extraction methods.

v' The overall uncertainty is strongly dependent on the contribution of non-
homogeneous samples.

Determination of PAHs by CG-MS:

v' The test materials prepared in the laboratory are useful to evaluate trueness
and to calculate the uncertainty of the two studied extraction methods.

v' The uncertainty of both extractive methods decreases when the number of
analysis growths.

v' The constant bias has a significant contribution in the uncertainty budget for

the two methods, at low concentration levels, closed to quantification limits
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1. Introduccién

En esta Tesis se presenta la evaluacion de la incertidumbre asociada a
los resultados obtenidos con métodos analiticos que se utilizan rutinariamente
en la determinacion de diferentes analitos de importancia ambiental.

Los analitos seleccionados como objetivo de estos estudios fueron el
grupo de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs por su sigla en
inglés) y el mercurio, ambos priorizados por los organismos nacionales e
internacionales de proteccion ambiental debido al impacto que pueden originar
en los cuerpos receptores naturales, los vertidos o efluentes que contienen
cantidades variables de PAHs o de mercurio [1,2]. La evaluacion de estos
impactos ambientales y las acciones vinculadas a su control y/o remediacion,
requiere disponer de metodologias analiticas que produzcan resultados
confiables para la identificacion y cuantificacion de estos contaminantes
quimicos en muestras ambientales. Al respecto, se han desarrollado y
normalizado diferentes métodos para la determinacion de estos analitos en
distintas matrices de interés ambiental (aguas naturales y/o residuales, suelos,
aire ambiente, emisiones gaseosas y residuos solidos). Muchas de estas
metodologias de analisis han sido adoptadas como métodos de referencia por
los organismos oficiales de proteccion ambiental (EPA, EEA), sin embargo, no
es frecuente disponer del grado de confiabilidad de los resultados obtenidos al
aplicar dichos métodos.

De acuerdo a las recomendaciones de la Organizacion Internacional de
Normalizacién (ISO), la confiabilidad de una medicion puede expresarse en

términos de la incertidumbre del resultado obtenido a partir de esa medicién [3].
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En particular, la evaluaciéon de la incertidumbre de resultados de analisis
ambientales representa un importante desafio para los quimicos analiticos y
ambientales porque dicha evaluacién implica un minucioso y exhaustivo estudio
de todo el proceso de medida quimico, con el fin de producir informacién
metrolégicamente valida, que pueda ser empleada en la toma de decisiones
para la proteccion de los recursos naturales o para la reduccion de la
contaminacién ambiental. Al respecto, es reconocida la significativa
contribucion de la incertidumbre asociada a la etapa de toma de muestra, que
afecta a la incertidumbre total de los resultados medidos [4-6].

A continuacion, se incluyen algunas consideraciones generales
relacionadas con el calculo de la incertidumbre de resultados analiticos, con
especial referencia a su importancia en relacion con los analisis quimicos

ambientales.

1.1. Incertidumbre

1.1.1. El concepto de incertidumbre

‘La Quimica Analitica es una ciencia metrolégica que desarrolla,
optimiza y aplica herramientas (materiales, metodoldgicas y estratégicas) de
amplia naturaleza, que se concretan en procesos de medida encaminados a
obtener informacién (bio)quimica  de  calidad, tanto parcial
(presencia/concentracién en muestra de especies-analitos (bio)quimicos) como
global sobre materias o sistemas de amplia naturaleza (quimica, bioquimica,
bioldgica) en el espacio y en el tiempo para resolver problemas cientificos,

técnicos, economicos y sociales.” (Miguel Valcarcel Cases) [7].

-2-
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La caracteristica mas relevante de esta definicidbn es que la Quimica
Analitica es una ciencia Metroldgica y una ciencia de la Informacion. Esta
definicion necesariamente establece dos objetivos fundamentales asignados a
la Quimica Analitica.

Por una parte, y como en toda ciencia metroldgica, el principal objetivo
de estudio son los sistemas de medida, e indirectamente tiene como objetivo
que se cumpla con las metodologias necesarias para obtener informacion de
calidad. Estos estudios de los sistemas de medida se llevan a cabo mediante el
analisis de los resultados de mediciones y de la incertidumbre asociada a
dichos resultados.

Por otra parte, y desde el punto de vista quimico analitico, por tratarse la
Quimica Analitica de una ciencia informativa, su objetivo también es la
reduccion de la incertidumbre acerca de la composicion cualitativa, cuantitativa
y estructural de la materia de interés.

Por lo tanto, el concepto de la incertidumbre de medicion
(abreviadamente incertidumbre) participa simultaneamente en los objetivos
basicos de las dos ciencias identificadoras de la Quimica Analitica (ciencia
metroldgica y ciencia de la informacion), y se refleja en el valor numérico que
debiera acompafar a todo resultado de medicion de un proceso de medida

quimica, de acuerdo a la expresion general:

Resultado + Incertidumbre
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valor verdadero
del mensurando

-U Resultado + U

Figura 1: Representacion grafica de la incertidumbre de medicion

Esta expresion resulta simple de presentar, tal como se muestra en la
Figura 1, aunque, su interpretacion requiere de un analisis mas detallado:

El término indicado como resultado, es el resultado de la medicidn (por
ejemplo: la concentracion de una sustancia quimica), que debiera ser
considerado como un buen estimador del valor verdadero de la concentracion
medida (mensurando). Este supuesto se asume porque, por una parte este
resultado de la medicion fue corregido teniendo en cuenta todos los errores
debidos a efectos sistematicos, y por otra parte porque ademas se debe
interpretar el adjetivo “verdadero” en el sentido de que dicho valor cumple con
la definicion de mensurando.

La diferencia entre dicho resultado corregido y el valor verdadero es el
denominado error de medicién. Esta diferencia o “desviaciéon” entre el resultado
de la medicion y el valor verdadero ocurre debido a la presencia de errores
sistematicos y de errores aleatorios [8]. La Figura 2 describe graficamente las

ideas planteadas.
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Magnitud o cantidades Valor Varianza
(sin escala) (sin escala)
a) Las observaciones sin comegir | T | I i

inicamente la observacion
b) La media aritmética sin corregir —
la media artimética

¢) Correccidn por todos los efectos —_— —i
sistemdticos conocidos

d) Resultado de la medicion
f——
no incluye la varianza debido a
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Figura 2. llustracién grafica de valores, errores e incertidumbre [3]

En la practica metrologica, no es posible determinar exactamente la
contribucion de cada uno de esos errores y soOlo se logra obtener una
estimacion de valores de las respectivas contribuciones. Sin embargo, se
pueden calcular, evaluar y combinar las incertidumbres asociadas a ambos
tipos de errores. Como resultado de esta combinacion se obtiene la
denominada incertidumbre combinada, que resulta ser un indicador cuantitativo
del tamafio que puede adquirir el error de la medicion [9].

El término indicado como Incertidumbre, es el que frecuentemente se
denomina incertidumbre expandida, y se indica como U. Esta incertidumbre

expandida se obtiene multiplicando la incertidumbre tipica (o estandar)

combinada, u.(y), asociada al resultado corregido, por un factor de cobertura, k,
-5.-
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es decir. U=k uc(y). Este factor de cobertura, k, es un factor numérico que

produce un intervalo de valores, en torno al resultado de medida (y),
correspondiente a un nivel de confianza especificado.

De esta manera, queda definido el intervalo (y — U) hasta (y + U), dentro
del cual queda comprendida una fraccion importante de la distribucion de
valores que podria ser atribuida razonablemente al mensurando. Es decir, y de
acuerdo a lo establecido por el Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM 3)

[10], la incertidumbre de medicién resulta formalmente definida como:

‘parametro asociado al resultado de una medicion, que caracteriza la
dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al

mensurando”

Cuando se puede atribuir una distribucion normal (gaussiana) al

mensurando y la incertidumbre asociada a la incertidumbre combinada tipica,
uc(y), tiene un elevado numero de grados de libertad, suele aceptarse valido el

uso del factor de cobertura k = 2. En este caso, la incertidumbre expandida
asociada corresponde a una probabilidad de cobertura de, aproximadamente,

un 95%. Sin embargo, en aquellos casos en los cuales el numero de grados de
libertad de uc(y) no sea elevado, es mas correcto y recomendado por la ISO

[11] utilizar el valor del estadistico t de Student, en lugar del valor de k = 2. El

valor de t se selecciona de una distribucion estadistica de dos colas para el

nivel de significacion escogido y los grados de libertad efectivos, Ve,

calculados con la aproximacién de Welch-Satterhwaite [12,13]:



M.T. Pereyra Capitulo | 2014

_ul(y)

eff — N

3 u/(y)

V

i=1 i

donde: V; es el numero de grados de libertad asociados a cada u;(y).

En otros casos, puede ocurrir que la distribucion del mensurando se

aleje de la normalidad (ej.: distribucion triangular o arco-seno), y por lo tanto el
valor del factor k sera V3 y v2, respectivamente.
Respecto a la incertidumbre tipica combinada, uc(y), el propio VIM 3

también establece su definicion:

‘incertidumbre tipica del resultado de una medicién, cuando el resultado
se obtiene a partir de los valores de otras magnitudes, igual a la raiz cuadrada
positiva de una suma de términos, siendo éstos las varianzas o covarianzas de
esas otras magnitudes, ponderadas en funcién de la variacion del resultado de

medida con la variacion de dichas magnitudes”

La determinacion del valor de la incertidumbre tipica combinada de los
procesos de medicidon quimica no es una tarea facil, debido al elevado numero
de fuentes de error presentes en dicho proceso, y debido a la dificultad de
identificar y cuantificar todas las fuentes de incertidumbre presentes.
Probablemente, estos hechos hayan dado lugar a que se desarrollen y
propongan, desde hace mas de una década, diversas formas de enfocar el
procedimiento de estimacion de la incertidumbre de procesos de mediciéon

quimica. Estos se basan en dos diferentes fuentes o niveles de informacion

-7-
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analitica usada para estimar la incertidumbre: supralaboratorio (por ejemplo:
ejercicios de interlaboratorios) o intralaboratorio (por ejemplo: estudios de
validacion analitica o modelado matematico de la incertidumbre, efectuados en

el laboratorio) [14].

1.1.2. Enfoque de la ISO
En el afio 1993, la ISO publicé la primera edicion de la denominada
“Guia para la Expresion de la Incertidumbre”, GUM: 1993 [15]. Esta primera
edicion fue reeditada en los afios 1995 y 2008 con menores revisiones. Estos
documentos fueron elaborados por un grupo de trabajo mixto, compuesto por
expertos de las siguientes organizaciones-miembro del Comité Conjunto de

Guias en Metrologia (JCGM):

BIPM: Oficina Internacional de Pesas y Medidas (Bureau International
des Poids et Mesures)

IEC: Comision Electrotécnica Internacional

IFCC: Federacion Internacional de Quimica Clinica

ISO: Organizacién Internacional de Normalizacién

IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada

IUPAP: Unién Internacional de Fisica Pura y Aplicada

OIML: Organizacion Internacional de Metrologia Legal

ILAC: Cooperacion Internacional de Acreditacion de Laboratorios (desde

el afio 2005).
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La version vigente de la guia, GUM: 2008, es la que presenta la actual
definicion formal de la incertidumbre de una medicidén, que por otra parte es la
definicion de incertidumbre que fue adoptada oficialmente por el VIM, en su
segunda edicidn del afio 2008, posteriormente revisada en el ano 2012.

El enfoque de la GUM esta basado en la identificacion y cuantificacion
de cada uno de los componentes de incertidumbre del proceso de medicién,
partiendo del modelado matematico de dicho proceso. Este modelo se
especifica con la relacion matematica entre las magnitudes (de entrada al
modelo) involucradas en la medicién y que son conocidas, y la magnitud de
salida del modelo (mensurando). Después que se calculan todas las
componentes de incertidumbre, estas se deben combinar siguiendo la Ley de
Propagacion de la Incertidumbre, que simplemente implica la propagacién de
las incertidumbres asociadas a cada una de las componentes cuantificadas

previamente. De esta manera, se obtiene la incertidumbre tipica combinada,

uc(y), y finalmente se calcula la incertidumbre expandida, U, multiplicando la

uc(y), por el factor de cobertura k. La Figura 3 muestra esquematicamente los

pasos que se deben seguir para calcular la incertidumbre de acuerdo a la
GUM.

Esta metodologia de estimacion de la incertidumbre suele denominarse
“bottom-up”, debido a que divide al proceso de medicidn quimica en sus partes
individuales fundamentales, realizando un analisis exhaustivo de los diferentes
pasos del proceso analitico. Cada parte individual puede ser considerada como
fuente de incertidumbre a la cual se le cuantifica su correspondiente
componente, y luego se combinan para formar componentes mayores que

finalmente conforman el sistema completo de calculo.

-9-
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especificacion del
mesurando

r
identificacidn de las
Segundo paso fuentes de inceridumbre

I

Primer paso

Cuarto paso

Fin

Figura 3: Secuencia de pasos seguidas por la GUM para calcular la incertidumbre.

Desde su primera edicion, la GUM fue criticada y cuestionada por
numerosos autores y organizaciones de la comunidad cientifica de la quimica
analitica, respecto de su validez y aplicabilidad para el caso de procesos de
medicidn quimica: Analytical Methods Committee [16], Maroto y col. [17], Hund
y col. [18], y Horwitz [19]. En las diferentes publicaciones se presenta como
principal argumento, que los procesos de medicidn quimica suelen ser
complejos o muy complejos para ser representados adecuadamente por un

modelo “a priori” como el propuesto por la GUM, mas directamente aplicable a

-10 -
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medidas fisicas.

1.1.3. Enfoque de la EURACHEM

En el afo 1995, dos afos después de la publicacién de la primera
edicion de la GUM, la red de organizaciones europeas, EURACHEM, adaptd la
metodologia del enfoque GUM/ISO a procesos de medicion quimica, y publicéd
su propia guia [20], aportando ejemplos de aplicaciéon en quimica analitica. Sin
embargo, esta adaptacién también fue muy criticada y debatida porque la
misma no consideré la diferencia entre procesos de medida fisicos y aquellos
de medida quimicos [21].

Esa primera guia EURACHEM fue revisada en el afio 2000 vy
posteriormente en el afo 2012. En la segunda edicién del aino 2000 [22],
EURACHEM propone utilizar la metodologia propuesta por Barwick y col.,
basada en el uso de los diagramas causa-efecto [23] para la identificacidon
estructurada de todas las fuentes de incertidumbre y en el analisis de
reconciliacion entre la informacioén disponible y la informacion minima requerida
[24, 25]. La Figura 4 muestra el ejemplo de aplicacion de los diagramas de

causa-efecto para el célculo de la incertidumbre de una valoracion acido-base.

-11 -
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Figura 4: Diagrama de causa-efecto de una valoracion acido-base

Esta estrategia no pretende obtener un calculo detallado de
componentes sino una estimacién global de la incertidumbre. El principal
objetivo de esta metodologia es asegurar, no sélo el analisis completo de las
fuentes de incertidumbre, sino también que se evite la sobreestimacion de la
misma. En esta misma edicion de la EURACHEM, también se recomienda
enfaticamente a los laboratorios de ensayos quimicos, la condicion de que
integren los procedimientos desarrollados para la estimacion de la
incertidumbre con sus propias acciones de garantia de calidad prexistentes,
como por ejemplo estudios de validacion del método analitico. La edicion del
afo 2000, introduce también la aproximacion global basada en calcular la
incertidumbre utilizando la informacién obtenida en el proceso de validacién de

los métodos analiticos [26-28].

-12 -
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En la edicion del ano 2012, se incluyen: a) una guia mejorada para la
estimacion de la incertidumbre para niveles de concentracion muy préximos al
limite de deteccion del método analitico; b) una nueva guia para el uso de la
metodologia Monte Carlo aplicada a la evaluacién de la incertidumbre; c) una
guia mejorada para el uso de la informacion obtenida en los ensayos de aptitud
de interlaboratorios; y d) una guia mejorada para la evaluacién de la
conformidad de resultados informados con su correspondiente incertidumbre,
respecto de limites establecidos (por ejemplo: regulatorios) [29].

Ademas, EURACHEM ha contribuido con la publicacion de una guia que
incluye diversas metodologias para la estimacion de la incertidumbre asociada
a la etapa de toma de muestra [30], basada en la extensa bibliografia publicada
por Ramsey y col. [31-33] y elaborada conjuntamente con otras organizaciones
europeas de reconocida trayectoria en el estudio de la incertidumbre (RSC

AMC, Nordtest, CITAC y Eurolab).

1.1.4. Enfoque del Analytical Methods Commitee

En el afo 1995, el Comité de Métodos Analiticos de la Real Sociedad de
Quimica (Analytical Methods Committee de la Royal Society of Chemistry,
AMC) publica un importante informe referido al uso de la incertidumbre en
mediciones quimico analiticas, y propone un enfoque diferente para el calculo
de la incertidumbre, basado en utilizar la informacion generada en los ejercicios
interlaboratorios del tipo colaborativos [34]. Este enfoque, también conocido en
la literatura como “top-down”, cuantifica las contribuciones de los laboratorios a
las incertidumbres desde un nivel superior, considerando al laboratorio como

un miembro mas de un conjunto de laboratorios. La metodologia consiste en

-13-
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que, cada laboratorio participante analiza porciones idénticas de una muestra
homogénea, siguiendo, tan fielmente como sea posible, el procedimiento
analitico propuesto por el organismo coordinador del ejercicio colaborativo.
Posteriormente, y a partir del conjunto de resultados reportados por los
participantes, se estiman todas las fuentes globales de error, agrupadas en 4
términos: sesgo del método, sesgo del laboratorio, sesgo de la serie y el error
aleatorio.

Explicitamente significa que, desde un nivel organizacional superior, los
errores de cada laboratorio participante pueden ser considerados como errores
aleatorios expresados en términos de desvios tipicos (estandar). La
combinacién de estos desvios estandares (suma algebraica de las varianzas),
permite obtener la contribuciéon de incertidumbre de los errores de cada

laboratorio, es decir:

— 2 2
Ullab+serie+rép] = \/S[lab+serie]+ Srép

En cambio, el sesgo del método es considerado como un error
sistematico porque todos los laboratorios analizan la misma muestra
homogénea con el mismo método analitico. Su contribucion de incertidumbre
s6lo puede calcularse cuando se dispone del valor de referencia de la muestra
analizada en el ejercicio.

Finalmente, la incertidumbre expandida se obtiene a partir de la

siguiente expresion:

U=k \/uf){mémdo] + Ul apiseriessrap) ; CON Kk = 2 (recomendado por el AMC)

-14 -
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La Figura 5 muestra los diferentes tipos de errores asociados a un

resultado, de acuerdo a la aproximacién “top-down”.

sesgo del método

Error sistematico

sesgo del laboratorio

Errores aleatorios
Lab A Lab B

¥
5 ..1659' ."'.0
[ Y rie PR T AL S

sesgo de la serie

series 1, 2, y3en series 1, 2,3y 4
el laboratorio A en el laboratorio B

=0
valor verdadero
del mensurando

Figura 5: Errores asociados a un resultado segun la aproximacion “top-down”.

Es importante sefialar que en este enfoque no se consideran las fuentes
de incertidumbre asociadas a la heterogeneidad de la muestra, ni la asociada a
la toma de muestra, como asi tampoco variabilidades en la composicién de la
matriz (tipo de matriz y nivel de concentracion de analito/s). La guia aclara que
estas fuentes de incertidumbre deberian incluirse en el caso de que fuera

necesario.
-15 -
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En este sentido, el enfoque resultaria mas apropiado para el escenario
en el cual es posible preparar, adecuadamente y con la suficiente exactitud,
una muestra para analizar en el ejercicio colaborativo. Adecuadamente,
respecto del aseguramiento de su homogeneidad y estabilidad, desde su
transporte y aun en el periodo de analisis por parte de los participantes. En
cuanto a la exactitud, ésta suele ser un requisito dificil de asegurar cuando no
se dispone de métodos definitivos, es decir con la referencia de mayor
jerarquia metroldgica.

Otro aspecto importante para destacar de este enfoque es el requisito de
disponer de un numero no-limitado de laboratorios participantes que acrediten
competencia técnica para la ejecucion del ensayo quimico establecido en la
organizacion del ejercicio colaborativo.

Estas desventajas indican una dificultosa y costosa aplicabilidad de la
aproximacion propuesta por el AMC, aspecto relevante que ha sido enfatizado
en la bibliografia internacional [25, 35-37]. Sin embargo, ciertas organizaciones
importantes (ref: National Measurements Institutes, European Proficiency
Testing Information System) afrontaron el esfuerzo econémico y de logistica
para implementar ejercicios colaborativos aplicados a ensayos quimicos de
rutina: EPTIS 2005 [38], CAEAL 2004 [39].

Por otra parte, y también con el objetivo de solucionar la dificultad de
sistematizar un ejercicio colaborativo en el marco del enfoque de la AMC, la
ISO publicé, en el afo 2003 (revisada en los afos 2004 y 2012), su
denominada “Especificacion Técnica ISO/TS 21748”, en la cual propone la
vinculacion de datos de validacion obtenidos en cada laboratorio con la

informacion disponible de estudios interlaboratorios [40]. El documento
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establece requisitos de garantia de calidad para los laboratorios, pero presenta
la ventaja de ser mas facilmente aplicable que el enfoque AMC. Ademas, esta
propuesta resulta util para estimar la incertidumbre a diferentes niveles de
concentracion, cuando el laboratorio no puede participar en un ejercicio de

interlaboratorios.

1.1.5. Enfoque de la NORDTEST

La organizacién de los paises nérdicos europeos (Finlandia, Noruega,
Suecia y Dinamarca) Nordtest, publicé en el ano 2003 su primera edicién del
‘Handbook for calculation of measurement uncertainty in environmental
laboratories” [41], posteriormente editado en el afio 2004 y en el afio 2012. Este
enfoque propone incorporar los resultados previos que el laboratorio reporté en
su participacion en ejercicios colaborativos (no menos de 6 ejercicios), para
calcular la contribucién del sesgo del laboratorio e incorporar esta contribucion
al célculo de la incertidumbre expandida. EI modelo de calculo de la
incertidumbre del enfoque Nordtest responde al esquema de la Figura 6.

La aproximacién Nordtest resulta de aplicabilidad restringida, porque se
requiere disponer de suficiente informacién de ejercicios colaborativos,
obtenida en lapsos de tiempos razonables (no especificados exactamente por
el documento), respecto del ensayo quimico y también del analito determinado.

Por otra parte, el documento tampoco justifica las razones por las cuales
se establece el requisito de participacion en no menos de 6 ejercicios

colaborativos.

-17 -
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Figura 6: Modelo para la estimacion de la incertidumbre segun la aproximacién
Nordtest.

Ademas del citado manual, la Nordtest contribuyé con el desarrollo y
publicacion de otro manual que propone las mismas metodologias de calculo
para estimar la contribucion de incertidumbre asociada a la etapa de toma de

muestra de un proceso de medicion quimica [42].

1.1.6. Enfoques basados en la utilizaciéon de la informacion obtenida en la
validacion del proceso de medicion quimica

En el afno 1998, Ellison y col. publican una estrategia para evaluar la
incertidumbre a partir de la informacién generada en los estudios de validacién
de un método analitico [43]. El enfoque propuesto por estos autores, reconcilia
los requisitos formales para la estimacion de la incertidumbre (por ej: I1SO,
EURACHEM) con los resultados de incertidumbre obtenidos a partir de los
resultados de los estudios de veracidad, precision y robustez, incluidos en el

proceso de validacion del método.
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Esta aproximacion también fue estudiada en profundidad por Maroto y
col. [16,20,25,44]. La metodologia propone calcular la incertidumbre
globalmente aprovechando, sobre todo, la informacién generada durante la
verificacion de la veracidad y también la obtenida durante otras etapas de la
validacion del método. De esta manera, se propone complementar o a veces
reemplazar consistentemente las metodologias matematicas detalladas de la
GUM, con un proceso mas general de andlisis y calculo del tipo causa-efecto
para la estimacion de la incertidumbre.

La incertidumbre combinada calculada de acuerdo a esta propuesta,

esta dada por la expresiéon general:

Uc = \/uzzarecisién + ugeracidad + ugretratamientos + ugtros

donde:

o El término correspondiente a la contribucion asociada a la incertidumbre
del procedimiento, u,,.csicn » Puede obtenerse a partir de diferentes
fuentes de informacion, tales como, el analisis de varianza (ANOVA)
aplicado a los resultados surgidos de disefios experimentales empleados
en estudios de precision o veracidad del método, o de la informacién de
graficos de control.

e La contribucidn asociada a la incertidumbre de la evaluacion de la
veracidad, Uyerqcidad, COrresponde a la incertidumbre del sesgo calculado
en dicha evaluacion. Su valor dependera de la referencia que se utilice en
los analisis practicados para esta verificacidn (por ej: materiales de
referencia, valor de consenso de un ejercicio interlaboratorio, cantidad de

analito adicionada).
-19-
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e La incertidumbre asociada a submuestreo y pretratamientos,
Upretratamientos » INClUYE 1as contribuciones correspondientes a la falta de
homogeneidad de la muestra (heterogeneidad) y a los pretratamientos
que no se hayan realizado al analizar la muestra utilizada para la
evaluacion de la veracidad. Para calcular estas contribuciones se utilizan
los valores de las varianzas de los resultados obtenidos en los analisis
practicados sobre sub-muestras o muestras pretratadas, trabajando en
condiciones de repetibilidad. Este término no incluye la contribucion de la
etapa de toma de muestra.

e El cuarto término, u,:.s , considera la incertidumbre de otros términos
asociados, por ejemplo a variabilidades entre la muestra analizada para la
evaluacion de la veracidad y las muestras de rutina, o a otros factores de
variabilidad que no se hayan tenido en cuenta en los calculos de
precision. El célculo de este término generalmente no es directo, y suele
requerir de una evaluacion experta del analista, del uso de informacién
bibliografica o de otras fuentes confiables de informacion.

La incertidumbre expandida, U, se obtiene de la misma manera que se
explico previamente, es decir utilizando un factor de cobertura, k=2, o bien
utilizando el valor del estadistico ¢, tabulado para dos colas, con el nivel de
significaciéon seleccionado y con los grados de libertad efectivos calculados con
la expresidn de Welch-Satterthwaite. Este ultimo calculo se recomienda cuando
los distintos términos de la incertidumbre combinada tienen bajo numero de
grados de libertad (especialmente el término correspondiente a la mayor
contribucion). La Figura 7 muestra el esquema para calcular la incertidumbre

utilizando la informacién obtenida en la evaluacion de la veracidad.
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Figura 7: Calculo de la incertidumbre utilizando la informacién obtenida al verificar la

veracidad de los resultados. [45].

2014

Esta metodologia presenta la gran ventaja de requerir poco trabajo

adicional al trabajo necesario para cumplir con el proceso de validacion del

método. Representa una importante simplicidad practica y conceptual, y

ademas es de aplicacidén universal para laboratorios de ensayos quimicos de

rutina.

1.2. Fuentes de incertidumbres, condiciones de medicion y niveles

Los numerosos estudios publicados en la bibliografia demuestran que,

dependiendo del analito estudiado, las principales fuentes de incertidumbre de

un resultado son las de la etapa de toma de muestra y/o el proceso de medida

quimico. Dentro del proceso de medida quimico, se pueden distinguir las

etapas de: operaciones previas, medicion y transduccion de la sefial analitica y
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la adquisicion y tratamiento de los datos, esquematicamente expresado en la

Figura 8:

Muestra del objeto
de analisis

PROCESO DE MEDIDA QUIMICA

[ Operaciones previas ]

Medicion y transduccion de la
sefial analitica

Adquisicion y tratamiento de
datos (senales)

Resultado con
incertidmbre conocidal

Figura 8: Esquema que representa el proceso de medicién quimica (PMQ) [7].

La componente de la incertidumbre asociada a la etapa de toma de
muestra del objeto de analisis, sb6lo corresponderia ser estimada por el
laboratorio de ensayos cuando éste sea responsable de dicha toma de
muestras. En este caso, se dispone de numerosos estudios cientificos
publicados por Ramsey [46-50], como asi también de la guia internacional
producida conjuntamente por los siguientes organismos europeos de
metrologia quimica: EUROLAB, Nordtest y el Comité de Métodos Analiticos de
la Royal Society of Chemistry de Gran Bretana.

En cambio, respecto a la estimacion de la incertidumbre del proceso de
medida quimica, la norma ISO 17025:2005 [51], aun desde su primera edicion
del ano 1999, establece como requisito general que todo laboratorio de
ensayos debe tener y debe aplicar un procedimiento para estimar la
incertidumbre de sus mediciones. Adicionalmente, en la Republica Argentina, el

Organismo Argentino de Acreditacion (OAA), miembro de la Organizacion para
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la Cooperacion Internacional de Acreditacion de Laboratorios (ILAC), publicé
una guia donde se establecen los principios y requisitos para la expresion de la
incertidumbre [52], y establece ademas, en el marco de la acreditacién bajo la
norma ISO 17025:2005, los criterios especificos para evaluar la incertidumbre
en los procesos de medida quimica [53].

La aplicacion de estos documentos metodoldgicos del OAA implica, que
una vez que se determinaron el mensurando, el principio, el método y el
procedimiento de medicidon, se deben identificar las posibles fuentes de
incertidumbre. El mensurando esta definido de acuerdo al VIM 3 como ‘la
magnitud sujeta a medida”. Un mensurando en el analisis quimico, se refiere al
analito o a la propiedad que estamos midiendo, y “s6lo una adecuada
interpretacion del término “mensurando” permitira tener en consideracion todas
las fuentes de incertidumbre”.

En la practica, suele recomendarse que se consideren las siguientes
posibles fuentes de incertidumbre:

a. Definicién incompleta del mensurando;

b. Realizacién imperfecta de la definicion del mensurando;

c. Muestreo no representativo - la muestra medida no representa el
mensurando definido-;

d. Efectos no conocidos adecuadamente de las condiciones
ambientales o mediciones imperfectas de las mismas;

e. Desviaciones personales en la lectura de instrumentos
analogicos;

f. Limites en la discriminacion o resolucion del instrumento;
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g. Valores inexactos de los patrones y materiales de referencia
utilizados en la medicion;

h. Valores inexactos de constantes y otros parametros obtenidos de
fuentes externas y utilizados en el algoritmo para la obtencién de
datos;

i. Aproximaciones e hipoétesis incorporadas en el método y el
procedimiento de medicion;

j- Variaciones en observaciones repetidas del mensurando
realizadas en condiciones aparentemente idénticas.

El OAA, en forma aclaratoria, indica que estas fuentes no son
necesariamente independientes. Algunas de las fuentes (a) - (i) pueden
contribuir a la fuente (j).

En particular, para ensayos quimicos e independientemente del
enfoque/metodologia usada para estimar la incertidumbre, las principales
fuentes de incertidumbre pueden ser adjudicadas a las siguientes causas, entre
otras de las indicadas por el OAA:

a. Muestreo y / o sub —muestreo. (cuando corresponda).

b. Condiciones de almacenamiento.

c. Efectos atribuibles a los instrumentos de medicion, incluyendo
funcién de calibrado, numero de cifras significativas, redondeo de
cifras relevantes.

d. Pureza de los reactivos.

e. Estequiometria asumida.

f. Condiciones de medicion.

g. Efectos de la muestra (matriz).
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h. Correccion por blanco.
i. Efectos atribuibles al operador.

Independientemente de la contribucion relativa de cada fuente, cada una
de las etapas del proceso de medida quimico contribuird a la incertidumbre
final. Este hecho puede adquirir mayor relevancia cuando se pretende optimizar
la precision del método analitico, haciendo hincapié en aquellas etapas que

mas incidencia poseen en la incertidumbre del resultado final.

1.3. Evaluacién de la incertidumbre de tipo A y tipo B

Aun cuando se adopten las metodologias de calculo de incertidumbre
globales del nivel supra o intralaboratorio, y mas aun cuando se adopte el
enfoque de la GUM, la evaluacion completa de la incertidumbre de medicion,
comunmente denominado balance de incertidumbres (uncertainty budget),
incluye componentes que estan asociadas a los errores aleatorios, otras
componentes que surgen de la evaluacion de los errores sistematicos y otras
asociadas a factores de correccion de los errores sistematicos (algunas veces
no se corrigen los errores sistematicos y en su lugar se tratan como
componentes de incertidumbre).

El calculo de estas componentes puede efectuarse mediante una
evaluacion tipo A de la incertidumbre y/o mediante una evaluacién tipo B de la
incertidumbre [54].

La evaluacion de incertidumbre tipo A se efectia a partir de una
distribucion estadistica de los valores que proceden de la series de mediciones

obtenidas bajo condiciones de medida definidos y que pueden caracterizarse
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por desviaciones tipicas (desvios estandares). Las condiciones definidas de
medicién pueden corresponder a: condicion de repetibilidad, condicién de
precision intermedia o condicién de reproducibilidad, es decir:

e Condicion de repetibilidad: Condicién de medicion que incluye el mismo
procedimiento de medida, los mismos operadores, el mismo sistema de
medida, las mismas condiciones de operacion, y el mismo lugar, asi como
mediciones repetidas de un mismo objeto o de un objeto similar en un
corto periodo de tiempo.

e Condicion de precision intermedia: Es aquella que incluye el mismo
procedimiento de medicion, el mismo lugar y mediciones repetidas de un
mismo objeto o de objetos similares durante un periodo amplio de tiempo,
pero que puede incluir otras condiciones que involucren variaciones
(variabilidad de patrones, de calibraciones, de operadores, de sistemas de
medida).

e Condicion de reproducibilidad: Condicién que incluye diferentes lugares,
operadores, sistema de medicion, asi como mediciones repetidas de los
mismos objetos o de objetos similares.

La otra metodologia de evaluacion es la del tipo B, mediante la cual se
obtienen incertidumbres (tipo B) que también pueden caracterizarse por
desviaciones tipicas, pero evaluadas a partir de funciones de densidad de
probabilidad basadas en la experiencia u otras fuentes de informacion. Tal es el
caso de evaluaciones basadas en informaciones asociadas a: valores
publicados y reconocidos; valores de un material de referencia certificado;
certificados de calibracion; valores de deriva de un instrumento; a partir de

valores limites conocidos por la experiencia personal del analista, etc.
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La Figura 9 muestra los dos tipos de evaluacion de la incertidumbre

descriptas.

Tipo A

Procesamiento estadistico de mediciones
repetidas (ej: distribucion normal)

Tipo B

Estimacion basada en b experienca u otras
fuentes de informacion (ej: certificados de
materiales de referencia)

Frecuencia Intervalo de confianza que contiens Cuando se conoce el ntervalo (mdx-min)
P % valores de mediciones del se asume una distribucidn de probabiidad,
mensurando (&= factor de cobertura) como por ejemplo:
o knl = p=95%
k=3 = p=91% F= (max+min)/?  As (max—min)
» » Distribucidn rectangular:
vakores de mediciones x; A2
o= —_—
V3

Desviacion estandar; §
Incertidumbre estandar: = 5
Incertidumbre expandida: /= (ko)

* Distribucidn triangular:
A2

LR er—
V6

Figura 9: Evaluacion tipo A y tipo B de la incertidumbre de mediciones.

1.4. Significacion de la estimacioén de la incertidumbre de medicion

Hace mas de una década que el uso de la incertidumbre de medicién ha
tomado significativa importancia como elemento esencial en todos los aspectos
de la metrologia cientifica, industrial, y aun de la metrologia legal, porque es un
indicador clave de la calidad de todo resultado experimental que requiera ser
evaluado respecto de la creciente demanda de cumplimiento de limites
regulatorios y/o de mercado [55-58]. Asi, cuando el valor de la magnitud
medida, en una determinada muestra sujeta a investigacion/control, resulta ser
tan cercano a su valor limite, su incertidumbre estimada podria afectar la toma
de decisiones para diversas acciones de aceptacion o rechazo de productos,
remediacion o no de un recurso natural o la prescripcibn médica de un

tratamiento de salud.
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La Figura 10 muestra los comentarios mencionados.

2014

Limite superior
establecido

Limite inferior
establecido

+: valor medido

= intervalo de U

Caso A

Resultado dentro de
los limites, aun con
su intervalo de U.

El producto cumple
con el valor especi-
ficado.

Caso B

No es posible afirmar
el cumplimiento.

Pero existe mayor
probabilidad de que
el producto cumpla
respecto de que no
cumpla con el valor
especificado.

Caso C

No es posible afirmar
la falta de
cumplimiento.

Pero existe mayor
probabilidad de que
el producto no
cumpla respecto de
que cumpla con el

Caso D

Resultado fuera del
limite superior, adn
con su intervalo de
u.

El producto no
cumple con el valor
especificado.

valor especificado.

Figura 10: Diferentes casos de la significacién de la incertidumbre

Por lo tanto, la incertidumbre de los resultados de un proceso de medida
quimica es un dato importante para todo usuario final de dichos resultados
porque permite evaluar la confiabilidad de los mismos. Esto significa que los
laboratorios de analisis quimicos debieran tener como meta y politica la
produccion de resultados técnicamente confiables, acorde con las exigencias
internacionales actuales. De esta manera seran reconocidos, asegurando la
calidad del servicio que brindan. En este marco, la estimacion de la
incertidumbre de medicidn forma parte sustancial tanto del aseguramiento de
calidad como de la demostracion de aptitud de los laboratorios de ensayos y

calibraciones, y al mismo tiempo es parte integral de la acreditacion de los

mismos [59].
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Otra razén que destaca la importancia de la estimaciéon de la
incertidumbre de medicion es la necesidad de conocer y comprender los
principios y mecanismos involucrados en el propio proceso de medida
estudiado/evaluado. Una falta de conocimiento profundo del proceso de
medicién implica, en si mismo, un desconocimiento de fuentes de
incertidumbre que no fueron identificadas y por ende su contribucion no fue

cuantificada para su inclusion en el balance de incertidumbres [60].

1.5. Significacion de la incertidumbre de medicion en analisis ambientales

Respecto de su particular importancia en los analisis quimicos
ambientales, la incertidumbre de mediciéon es un componente de informacion
relevante para la interpretacion de los resultados de monitoreos de parametros
ambientales (fisicos y/o quimicos) [41, 61-64].

La adecuada estimacion de la incertidumbre podria reducir el riesgo de
alcanzar interpretaciones erroneas de datos ambientales y consecuentemente
reducir el riesgo de estimar errobneamente peligros para a la salud o los
recursos naturales

También ha sido demostrada la utilidad del concepto de incertidumbre
de medicion en la estimacion de costos de remediacion de sitios contaminados
y en la evaluacion de la calidad de tecnologias de remediacion de suelos
contaminados [65-67]. En los afios recientes, destacadas Autoridades de
Proteccion Ambiental de la Unidn Europea y de USA, han reconocido la
importancia de estimar la incertidumbre de las mediciones de parametros de

interés ambiental, y como resultado de este reconocimiento comenzaron a
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promulgarse regulaciones que establecen el requisito de estimar Ila
incertidumbre de mediciones dentro de los objetivos de calidad de los
monitoreos ambientales [68,69]. Complementariamente y como herramienta de
gestion para el cumplimiento de estas regulaciones, comenzaron a publicarse
guias y manuales para la estimacion de la incertidumbre de mediciones

ambientales [70-71].
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1.6. Consideraciones relevantes

En las ultimas décadas se ha producido un profuso desarrollo de
metodologias analiticas como respuesta a la creciente demanda de
importantes ambitos de la sociedad: mercado econémico, proteccion ambiental,
prevencion y proteccion de la salud, y sanidad alimentaria. Esta variabilidad de
ambitos, implica una amplia variabilidad de matrices en las que un analito
puede estar sujeto a ensayos quimicos. A su vez, esta diversidad de matrices
quimicas requerira de diferentes procedimientos de preparacion de muestras
previa a la medicion instrumental [72]. Debido a que esta etapa de preparacién
suele ser inevitable, su incertidumbre asociada debiera ser una contribucion
incluida en la estimacion de la incertidumbre del resultado del ensayo. La
omision de este componente de incertidumbre no deberia ser una operacion
automatica si no se cuantifica y evalua rigurosamente respecto de las demas
componentes que integran el balance de incertidumbres.

Existen numerosos enfoques, metodologias y fuentes de informacion
para estimar la incertidumbre, algunas con notables diferencias entre si, razén
por la cual se podria dificultar la orientacion del analista quimico.

Independientemente de estas potenciales dificultades, y de la
metodologia que se adopte para su estimacion, la determinacion y control de la
incertidumbre de medicion de los resultados de todo ensayo quimico, debiera
considerarse siempre como uno de los objetivos de todo programa de
aseguramiento y control de la calidad de todo laboratorio analitico que pretenda

demostrar la confiabilidad de los resultados que emite.
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Por otra parte, la mejora en la confiabilidad de los resultados analiticos
ha demostrado tener impactos positivos en el control y recuperacion de
recursos naturales. Para alcanzar este objetivo de mejora es necesario que el
laboratorio que practica analisis ambientales, identifique, cuantifique y minimice
las principales fuentes de incertidumbre de sus resultados analiticos.

En el marco de la problematica descripta, se definié el objetivo general
de este trabajo de tesis, que consisti6 en el estudio y evaluacién de la
significacién de la incertidumbre de las diferentes etapas de los procesos de

medicién de mercurio y PAHs en muestras ambientales.
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Cuantificacién de la incertidumbre empleando la informacién
obtenida en ensayos de aptitud. Caso estudiado:
Determinacidén de mercurio en efluentes liquidos con la

participacion de un numero limitado de laboratorios
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1. Introduccion

Muchas de las decisiones tomadas en la gestion ambiental derivan del
analisis de la informacion obtenida a partir de monitoreos rutinarios de control,
tanto externos como internos. La interpretacion correcta de los resultados
analiticos requiere conocimientos acerca de la calidad de los mismos,
especialmente con respecto a la incertidumbre de la medicion [1]. Por lo tanto,
con el fin de lograr la calidad requerida en estos resultados, es necesario
aplicar los principios del aseguramiento de la calidad (QA) y el control de
calidad (QC) [2,3].

Estos sistemas de control de calidad deberian incluir, entre otros
requerimientos, la verificacidn de la trazabilidad o al menos una evaluacion
cuantitativa sostenida del sesgo, con el fin de garantizar la comparabilidad de
los resultados a lo largo del tiempo. En la practica, es dificil demostrar la
trazabilidad de medidas ambientales en matrices complejas como suelos,
sedimentos, aguas o barros residuales. Una practica comun en los laboratorios
analiticos es usar materiales de referencia certificados (MRC), sustancias puras
o estandares documentados para verificar la trazabilidad o al menos la
evaluacion de la veracidad [4]. Sin embargo, cuando no se dispone de MRC vy
el uso de patrones puros de calibracion no es apropiado porque la matriz de la
muestra es muy compleja, es posible evaluar el desemperio de los laboratorios
analiticos y calcular las incertidumbres de medicién usando la informacién
obtenida mediante ejercicios interlaboratorios [5].

Si se considera el caso particular de determinacion de mercurio en

matrices tales como efluente de aguas residuales en el proceso de produccion
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de cloro-alcali, no es posible obtener en el mercado MRC. Es importante
mencionar que el mercurio es uno de los metales pesados que se encuentra
regulado en la legislacion ambiental internacional, nacional y regional. [6-8]. Es
uno de los contaminantes descargados en el estuario de Bahia Blanca que esta
mas sometido a controles oficiales. Por esta razén, es necesario poder
demostrar la calidad de los resultados obtenidos en la determinacion de este
analito en muestras como la mencionada anteriormente. Ademas, es muy
importante conocer el valor de la incertidumbre de la medicion de esos
resultados, para mejorar las bases cientificas de la gestidn de decisiones.

En este estudio, se desarrolla un ensayo de aptitud interlaboratorios
(“proficiency test”, PT) para investigar la competencia técnica de los
laboratorios participantes en un ejercicio colaborativo y la comparacién
metrolégica de los resultados obtenidos. Para llevar a cabo este ensayo, se
preparan en el laboratorio dos materiales de referencia “(in house reference
materials”, IHRMs) de aguas residuales industriales conteniendo mercurio.
Estos IHRMs son realizados por el Laboratorio Acreditado del Comité Técnico
Ejecutivo (CTE), que es la oficina gubernamental dedicada a la proteccion
ambiental en el area del Complejo Petroquimico de Bahia Blanca [9]. Se
verifica la homogeneidad de este material de referencia, de acuerdo al
procedimiento descripto por Fearn and Thompson [10] y el International
Harmonized Protocol [11]. La estabilidad de este material también es
comprobada, teniendo en cuenta que los analisis comienzan inmediatamente
después de la preparacion de la muestra. El pequefio numero de participantes
en este ejercicio interlaboratorio es otro factor limitante [12,13]. En la region de

Bahia Blanca hay solo seis laboratorios en condiciones de llevar a cabo esta
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determinacion de mercurio como tarea de rutina. En la literatura no se han
encontrado estudios realizados en el escenario restringido de trabajo
presentado, es decir un numero limitado de laboratorios participantes
evaluando mas de un nivel de concentracion del analito en las muestras.
De acuerdo a lo mencionado, se propone realizar un estudio que incluye:
= Evaluacion de la comparacion metrolégica de los resultados.
= Evaluacion individual y global del desempefio de los laboratorios
participantes.
= Determinacion de la incertidumbre de medicion usando la informacion
obtenida de aplicar el sistema PT disefiado, es decir
a) Sin contar con un MRC
b) Numero limitado de participantes
c) Determinacion analitica compleja.
d) Materiales con diferentes niveles de concentracion ("split-

level”).
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2. Parte experimental

2.1. Organizacion del PT

El ejercicio es organizado por el CTE del Municipio de Bahia Blanca, en
conjunto con laboratorios privados, laboratorios de investigacion e
investigadores de la UNS. El coordinador del PT es responsable de: disefar el
sistema, muestrear el material para preparar los IHRMs, preparar y validar los
IHRMs, desarrollar y distribuir simultdneamente las instrucciones y los IHRMs
entre los laboratorios participantes, recolectar los datos obtenidos y realizar el
analisis estadistico correspondiente.

Cabe aclarar que los IHRMs deben se materiales idénticos, en cuanto a
la composicidn de la matriz y la concentracion de analito, a aquellos que se
analizan rutinariamente en los laboratorios propios y de terceros.

El esquema PT se realiza combinando los criterios y directrices de la
Guia de IUPAC/CITAC [6], de la ISO 5725 [14], de la Guia de la AOAC [15] y
de la Norma ASTM E619 [16]. EI mismo se prepara teniendo en cuenta la no
disponibilidad de MRC (ni estandares primarios, ni secundarios), el numero
limitado de participantes y los diferentes niveles de concentracion de Hg.
Ademas, los laboratorios participantes deben emplear el método analitico oficial
consistente con sus practicas de rutina normales y deben acreditar resultados
satisfactorios en ensayos de aptitud para la determinacion de mercurio en

aguas naturales.
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2.2. Descripcién y coleccion de los IHRMs

Todos los laboratorios participantes en el PT deben analizar cada uno de
los IHRMs. Estos son preparados a partir del material muestreado directamente
de dos efluentes diferentes del proceso de cloro-alcali que contienen residuos
de mercurio en baja y alta concentracion, es decir, se dispondra de dos grupos
de IHRMs: el de baja concentracion de Hg y el de alta concentracion de Hg.

El procedimiento para el muestreo y envasado de cada material se
realiza de acuerdo a los estandares internacionales [17]. El coordinador del PT
establece que todos los analisis se deben realizar dentro de las 24 horas
porque la estabilidad de este tipo de muestras es muy importante. Las

caracteristicas fisicoquimicas de este complejo material se muestran en el

Tabla 1.
Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas de aguas de desechos
Parametro Unidades Intervalo Numero de
analisis

pH 6-12 162
Conductividad uS cm™ 5000-60000 139
Turbidez NTU 13-500 109
Temperatura °C 20-43 137
Sdélidos totales mg L~ 1600-30000 109
Solidos sedimentables (10 mL L™ 0,1-200 157
min)

Solidos sedimentables (2 h) mL L™ 0,1-100 153
Demanda quimica de oxigeno mg L~ 20-900 115
Hidrocarburos totales mg L™ 0,1-30 36
Cloruro mg L™ 1300 53
Plomo total mg L™ 0,003-0,007 45
Cadmio total mg L™ 0,0006-0,007 47
Mercurio total mg L™ 0,0001-0,0374 118
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2.2.1. Muestra 1: (LL-IHRM)

Esta muestra proviene de la descarga del efluente industrial en el
estuario de Bahia Blanca. Este efluente es monitoreado continuamente y
auditado para verificar que el contenido de Hg total esté por debajo del maximo
permitido (0,0050 mg L™). El valor tipico obtenido es aproximadamente 0,0015
mg L.

Se colectan alrededor de 10 L de este material en envases de polietileno
acondicionados adecuadamente e inmediatamente se transportan al
laboratorio. El paso de acondicionamiento incluye un lavado con una solucién

de acido nitrico al 2% v/v y subsecuentes lavados con la muestra.

2.2.2. Muestra 2: (HL-IHRM)

Este material corresponde a un efluente intermedio del mismo proceso
industrial mencionado en el item anterior, con concentraciones de Hg total de
0,0050 mg L™. El coordinador del PT colecta nuevamente 10 L de esta muestra

aplicando el mismo protocolo que para la muestra 1.

2.3. Preparacion de los IHRMs

La preparacién de las muestras es un paso fundamental y critico en el
PT [18]. La homogenizacién y el sub-muestreo de las Muestras 1 y 2 se
realizan estrictamente de manera tal de asegurar que todos los laboratorios
participantes analizaran idénticas sub-muestras.

Cinco porciones de 200 mL de la Muestra 1, mezcladas vigorosamente,

son secuencialmente transferidas a botellas de 1 L, acondicionadas
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previamente e inmediatamente selladas. Asi, se obtiene cada sub-muestra
final. De la misma forma se procede con la Muestra 2. Por ultimo, estas botellas
son etiquetadas y distribuidas entre los laboratorios participantes, poniendo
enfasis en la importancia de una completa homogenizacion de cada IHRM,

previa a la ejecucion de la determinacion de Hg total.

2.4. Evaluacion de la homogeneidad de las muestras

Para comprobar la homogeneidad de los IHRMs respecto del contenido
de Hg total, es necesario que el método utilizado posea una alta precision
analitica: 0,0001 mg L™ para la Muestra 1, de menor nivel de concentracion, y
0,0002 mg L™ para la Muestra 2. Este estudio se lleva a cabo enviando tres
sub-muestras de cada IHRM, tomadas al azar, a un laboratorio externo. Los
analisis se realizan siguiendo la aproximacién propuesta por Fearn y Thompson
[10], por triplicado en lugar de por duplicado, aplicando el método SM 3112B
[17]. Posteriormente, se aplican tres test rapidos para calcular los parametros
estadisticos de homogeneidad, que se comparan con los correspondientes
valores criticos. Los test son: a) Criterio de Cochran, para comprobar
homocedasticidad y detectar puntos discrepantes (“outliers”); b) Calculo de la
desviacién estandar analitica y c) Test de homogeneidad, calculando la
desviacion estandar entre muestras. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 2 y como en todos los casos los valores criticos son mayores que los
valores calculados, se concluye que ambos IHRMs son suficientemente

homogéneos.
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Tabla 2: Comparacion de resultados obtenidos para la comprobacién de

homogeneidad

IHRM Test Valores Valores
calculados | criticos

Criterio de Cochran 0,176 0,871

Muestra 1 (LL) | Desviacion estandar analitica 0,137 0,167

Homogeneidad 0,018 0,110

Criterio de Cochran 0,382 0,871

Muestra 2 (HL) | Desviacion estandar analitica 0,199 0,221

Homogeneidad 0,041 0,223

2.5. Evaluacion de Ia estabilidad de las muestras

Para determinar si las Muestras 1 y 2 son adecuadas como materiales
de referencia, es necesario verificar la estabilidad del contenido de Hg total en
ambas. Para ello, como las muestras se almacenan durante 72 h a 6°C % 2°C,
se procede a determinar Hg total en cuatro periodos diferentes de
almacenamiento: antes de ser guardadas, luego de 24 h y 48 h de
almacenadas y a las 72 h de guardadas. Las muestras son analizadas por
duplicado usando el mismo procedimiento que se lleva cabo para el estudio de
homogeneidad. Se utiliza un test t, con un nivel de confianza del 95%, para
analizar los resultados [19]. Mediante el analisis de los valores obtenidos para
ambos IHRMs, se puede afirmar que no hay efectos estadisticamente
significativos cuando el periodo de almacenaje de las muestras es de 24 y 48 h.
Sin embargo, los resultados obtenidos luego de las 72 h de almacenamiento
demuestran falta de estabilidad de las muestras. Por lo tanto, y de acuerdo a
estos resultados, se concluye que no se puede demostrar falta de estabilidad

del material estudiado dentro de las 48 h de almacenamiento y la contribucion
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de incertidumbre debida a la posible inestabilidad de las muestras durante este

periodo del PT se considera despreciable.

2.6. Determinacion de Hg total

Todos los laboratorios participantes analizan las muestras por triplicado,
usando el método de referencia SM 3112B [17], que es el establecido en

regulaciones ambientales internacionales y regionales [6,8].

2.7. Tratamiento de los datos

En una primera instancia se realiza una serie de pruebas estadisticas
para evaluar puntos discrepantes entre los resultados que se analizan, dentro
de cada laboratorio y entre laboratorios. Para esto, se usa la metodologia
recomendada internacionalmente: a) Metodologia ISO 5725-5 para evaluar
consistencia entre laboratorios y dentro del mismo laboratorio y para establecer
el valor asignado para cada IHRM (la mejor estimacion del valor verdadero del
mesurando en el PT planteado) con sus correspondientes incertidumbres
[20,21], b) Criterio de Cochran para verificar la homogeneidad de las varianzas,
c) Tests de Grubb’s (simple y doble) para investigar los puntos discrepantes en
los promedios de los resultados de cada laboratorio.

Luego, debido al limitado numero de laboratorios participantes, se aplica
estadistica mas robusta para contrastar los resultados obtenidos a partir de la
estadistica paramétrica (z-scores modificado, test de Huber modificado y test

de MAD) [22]. Por ultimo, la evaluacion de competencia se realiza utilizando los
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z-scores Yy la metodologia de los graficos de Youden generalizados, disefiados

para dos niveles no uniformes [23,24].

2.7.1. Establecimiento del valor asignado (Xa) para los IHRMs

Existen varias posibilidades para seleccionar el valor asignado Xa.
Debido a la ausencia o falta de material de referencia y de ensayos acreditados
y a la alta complejidad de la matriz, que imposibilita la formulacion de la calidad
del material de referencia, la trazabilidad de la determinacion de Hg total en
aguas residuales no es facil de verificar. El coordinador del PT debe decidir
cual es la manera mas adecuada para resolver este problema. Generalmente,
se toma como valor asignado, al valor consensuado de los informados por los
laboratorios participantes [25]. Por lo tanto, el valor asignado Xa para ambos
IHRMs se establece evaluando los resultados de los laboratorios participantes

usando el algoritmo descripto en la ISO 5725-5 y la media aritmética.

2.7.2. Estimacion de la incertidumbre de los IHRMs
La incertidumbre estandar de cada IHRM se calcula como la desviacion
estandar de cada valor asignado, teniendo en cuenta el efecto del limitado

numero de participantes del PT (Np=6).

(1

donde, S, es la desviacion estandar del valor asignado Xa y n es el numero de

laboratorios participantes.
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2.7.3. Evaluacién del desempeno de cada laboratorio individual
Para este propoésito, se calculan los z-scores para cada IHRM, de

acuerdo a la siguiente ecuacion, después de verificar u; < 0,1p} ;

,= iz X @
Pp

donde, x; es el valor generado por el laboratorio, X, es el valor asignado por el
coordinador del PT y p, es el valor aceptable de la desviacion estandar del
valor asignado [25]. Los limites aceptados para los z-scores son:
z-score = 0, resultado prefecto
z-score <t 2, resultado aceptable o satisfactorio, no se requiere accion alguna.
+ 2< z-score < % 3, resultado dudoso o cuestionable, es requerida una accién
preventiva.
z-score > + 3, resultado no aceptable o insatisfactorio, es necesario una accion
correctiva.

Por otro lado, para seleccionar p,, el coordinador del PT hace uso de tres
fuentes de informacion reconocidas de la precisidon interlaboratorio para esta
determinacion analitica especifica (Tabla 3). Como se puede apreciar en la
Tabla 3, la ecuacion de Horwitz da valores similares a los obtenidos cuando se

usa el método EPA, por lo que para la Muestra 1-IHRM (LL; 1,5 pg L") se

selecciona un valor de RSD de 0,45 (p..= 0,7 ug L) y para la Muestra 2-IHRM
(HL; 5,5 ug L") se selecciona un RSD = 0,44 (pw. = 1,5 pug L™), para los

posteriores calculos de los z-score.
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Tabla 3: Datos y fuentes consultadas para seleccionar valores de p,

Fuente Nivel de concentracion Desviacion estandar R eterantias
(ng L7 relativa (%)
Método estandar 0,34 22,6 [17]
3112B 4,2 13,3
Método EPA 0,60 55 [26]
2451 34 44
0,60 49 [27,28]
Horwitz SD 1,5 45
3,5 38

2.7.4. Evaluacion de la compatibilidad metrolégica de los resultados

La compatibilidad metrolégica se considera satisfactoria si el sesgo
(“bias”) excede al valor de u, sélo en un valor que es insignificante, comparado
con los errores aleatorios del interlaboratorio, es decir que la hipétesis nula que

se establece es:
210,5
Hy= |x; — X,| < [ué + (O,Spp) ] = bias critico 3

Todos los resultados individuales x; son contrastados con el valor critico

del “bias”, calculado de acuerdo a la Guia IUPAC/CITAC [6].

2.7.5. Gréfico de Youden

En el presente PT, los IHRMs no son iguales en cuanto a la
concentracion total de Hg, por lo que los supuestos fundamentales del trabajo
original de Youden [29] no se cumplen. En estos casos, es mas apropiado

emplear el procedimiento propuesto por Mandel y Lashof [23]. La elipse de
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confianza (a=0,05) para el grafico para dos muestras se expresa en términos

de la distribucion T2 de Hotelling [24]:

[xl - Xa(Muestra 1—LL)]2 - er[xl - Xa(Muestra 1—LL)] [xz - Xa(Muestra 2—HL)] +

2
[xz - Xa(Muestra 2—HL)] = (1 - 7"SZ)TZ (4)

donde r; es el coeficiente de correlacion de Spearman, que es seleccionado
porque es menos sensible a la falta de normalidad de los datos y T? tiene la

siguiente distribucion:

2(n—1)
(n—-2)

Flo,05,2n-2) = 25,47 (5)
2.7.6. Evaluacién de la incertidumbre expandida para cada laboratorio
individual

La incertidumbre expandida U; para cada laboratorio participante se
calcula con un factor de cobertura k = 2, aplicando la metodologia
recomendada y propuesta por el Nordest Handbook for Calculation of
Measurement Uncertainty in Environmental Laboratories [30]. Estas
estimaciones se realizan utilizando la informacion de repetitividad presentada
por cada laboratorio en términos de incertidumbres estandares (u;), las
contribuciones al “bias” y las incertidumbres estandares correspondientes a

cada IHRM (u,),. esto es:

U=k * /,ulz + Upigs =2 * \/ulz + bias? + u2 (6)
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siendo bias; = (x; — Xp).

La incertidumbre expandida relativa, U;/ x;, también es calculada para estudiar

la variabilidad entre materiales.
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3. Resultados y discusiones
3.1. Resultados individuales

Los valores experimentales informados por todos los laboratorios
participantes (83% de la poblacion) se muestran en la Figura 1, expresados
como x; = s; (Mg Hg L'1). La variabilidad dentro de cada laboratorio, expresada
en términos de desviacion estandar relativa en cuanto a la repetitividad (RSDy)
es aceptable, so6lo un laboratorio informé un valor con RSD, mayor al 10% para

la Muestra 1 (LL)-IHRM.

Muestra 1 (LLHHRM

S I +

pg HgL*

L &
[ —
—

Muestra 2 (HLHHREM
3.9

371 ¢
Ty 35 + }
Bl
o 3.3
w0 3,1
=

2,9

|

15 4 ’ : 4

1 ] 3 4 5
Laboratorios

Figura 1: Resultados de los distintos participantes para las Muestras 1y 2.
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3.2. Evaluacioén de los resultados obtenidos para cada IHRM

3.2.1. Estudio de consistencia de los datos

La Norma ISO 5725-2 y la ASTM E 691 describen técnicas graficas
utiles para evaluar visualmente la consistencia de los resultados y ambas
organizaciones recomiendan usar los estadisticos £ y & de Mandel. Estos
estadisticos también se pueden emplear para evaluar la calidad del desempefio
de los laboratorios en estudios interlaboratorios [21]. Los estadisticos £y & de
Mandel indican la consistencia dentro y entre laboratorios, respectivamente, y

se calculan usando las siguientes ecuaciones:

Xi— X

ki= —— y h= T (7)
Z?zlsiz/n (Z?:l(xi_ x)Z) /(n—l)

donde X es la media aritmética global de los promedios de los laboratorios

individuales, x;.

La Figura 2 muestra los resultados de £y 42 con sus correspondientes
valores criticos, a dos niveles de significacién, 1% y 5%. Estos valores criticos
se determinan de acuerdo a las Normas ISO y ASTM mencionadas

anteriormente.
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a) Consistencia estadistica dentro del laboratorio b) Consistencia estadistica entre laboratorios

I
14 R S — 1.5

1.6+
14
114

14
g
06+
47
0z

04

s Muestra 1 (LL)-IHRM
mm Muestra 2 [HL)}-IHRM
— 5% significacidn
1T 1% significacidn

h-Mandel

k-Mandel

1 2 E] + 5
Laboratorios

Laboratorios

Figura 2: Valores de los estadisticos k(a) y h (b) para cada participante y cada IHRM

Se observa que todos los datos son consistentes. En la Figura 2 a) se ve
que el Laboratorio 1 posee un gran valor de %, pero sélo para la Muestra 1(LL)-
IHRM. Esto indica una potencial falta de precisién dentro del Laboratorio 1 a
esos bajos niveles de concentracién de Hg. Ademas, el Laboratorio 2 presenta
los valores de k& mas bajos para ambos niveles de concentracion de Hg,
indicando la mejor precision dentro del Laboratorio. Por otro lado, en los
graficos h se observa un patron general que indica que la mayoria de los
laboratorios (80%) tiende a informar resultados mayores, sin embargo, la
variabilidad entre laboratorios es mas consistente que la que hay dentro de los

laboratorios (a = 0,20 contra a = 0,05).

3.2.2. Homogeneidad de varianzas y evaluacién de puntos discrepantes
(“outliers”).
Los resultados de los tests paramétricos y la estadistica robusta

aplicados para estos calculos, se muestran en la Tabla 4.
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En este contexto, los puntos discrepantes deberian ser eliminados a un
nivel del 1%, a menos que haya una razén de peso para mantenerlo en el
estudio [14, 20]. Los valores criticos son calculados a un nivel de significacion

del 1% y no se rechaza ningun valor, como se puede observar en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados obtenidos aplicando estadistica paramétrica y robusta

IHRM Estadistica paramétrica Estadistica robusta
Lab. (i =) Grubbs  Grubbs z-score Testde Test
simple doble Cochran modific. Huber MAD
modific. modific.

1 1,09 0,0022 0,57 0,69 1,03 1,20
2 0,75 - 0,03 0,54 0,80 0,90
3 0,79 - 0,14 0,57 0,84 1,00
Muestra 1 4 1,09 0,0022 0,14 0,69 1,03 1,20
(LL) 5 0,66 - 0,14 0,48 0,71 0,80
Valor critico 1,76 0,0018 0,79 3,50 1,50 5,00

V. rechazados 0 0 0 0 0 0
1 0,88 - 0,09 0,63 0,94 1,10
2 0,65 - 0,09 0,48 0,71 0,80
3 1,20 0,0089 0,36 0,78 1,15 1,30
Muestra 2 4 0,97 0,0089 0,09 0,62 0,92 1,10
(HL) 5 0,65 - 0,09 0,48 0,71 0,80
Valor critico 1,76 0,0018 0,79 3,50 1,50 5,00

V. rechazados 0 0 0 0 0 0

3.2.3 Valor asignado e incertidumbre asociada

La hipétesis nula del test de Shapiro-Wilk [31] no se rechaza, por lo tanto
se asume que los datos poseen distribucion normal. Se verifica también la
homogeneidad de varianzas. Asi, el valor asignado X, y el respectivo valor de
varianza S? para los IHRMs, pueden ser calculados como los promedios de los
resultados de la Muestra 1 (LL) y la Muestra 2 (HL) y la varianza bajo

condiciones de reproducibilidad. También se calculan la media y la desviacion
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estandar a partir de los algoritmos robustos A y S incluidos en la ISO 5725-5,
para corroborar los obtenidos anteriormente. Las incertidumbres estandares se
calculan de acuerdo a la Ec. 1, empleando la desviacion estandar y la

desviacion estandar robusta. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Resultados de los estimadores paramétricos y robustos e intervalos de

confianza para cada muestra (ug Hg L")

Media DS* M
IHRM Promedio DS* M X, U,
robusta robusta robusta
Muestra 1
1,6 1,8 0,3 0,2 0,04 0,04 1,6 +0,1
(LL)
Muestra 2
(HL) 3,2 3,4 0,4 0,3 0,08 0,08 3,2+0,2

* Desviacion estandar

Analizando los datos de la Tabla 5, los valores de las incertidumbres
estandares calculados a partir de ambas desviaciones estandares son
idénticos. Por otra parte, las medias y las desviaciones estandares son muy
similares para ambas metodologias. Por estas razones, se selecciona el valor
promedio como valor asignado Xa para cada IHRM vy sus incertidumbres
expandidas U, (k=2) son 0,1y 0,2 ug Hg L™ para la Muestra 1 (LL) y la Muestra

2 (HL), respectivamente.

3.2.4. Evaluacion de la compatibilidad metrolégica

De acuerdo a la Ec. 3, los valores criticos de “bias” son: 0,21 yg Hg L™ y
0,47 ug Hg L' para el bajo y alto nivel de concentracion de los IHRMs,
respectivamente. Como se observa en la Figura 1, ninguno de los valores de x;

excede el valor maximo permitido de “bias” y por lo tanto no se rechaza H, (a =
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0,05). Asi se demuestra la compatibilidad metrolégica para cada IHRM.

3.3. Estudios del desempeno de los laboratorios

3.3.1. Comparacion de los z-scores

Los z- scores son calculados usando la Ec. 2 y se muestran en la Figura
3. Como se puede observar, todos los valores informados por los laboratorios
participantes son satisfactorios (z < + 0,5) y la performance es similar para cada
IHRM. También se observa que, aparentemente el 60% de los participantes
tiende a sobrestimar los resultados. Ademas, la suma de cuadrados de los
scores (SSZ) [24] para cada laboratorio es menor que el valor critico (y* = 0).

Esto indica que el desempefio global de los laboratorios es muy bueno.

Muestra 1 (LL)-IHRM Muestra 2 (HL)-IHRM
05 . 051
. L | [0 » i
30,0 - i : ; a 30,0 - ; ; ' ;
w W
: % I I
054 | 054
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Laboratorios Laboratorios

Figura 3: z-scores de cada participante para cada IHRM

3.3.2. Grafico de Youden

La elipse de confianza (Figura 4) calculada con la Ec. 4 muestra que los
resultados de los cinco laboratorios participantes estan incluidos en la elipse.
Por lo tanto, como todos los laboratorios aplican el mismo método, no existen

diferencias significativas (a = 0,05) entre laboratorios.
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Figura 4: Elipse de confianza (95%). X1 y X2 son las concentraciones de las
Muestras 1 (LL)-IHRMy 2 (HL)-IHRM respectivamente.

3.3.3. Evaluacion de la incertidumbre expandida para cada laboratorio
individual

De acuerdo a la Ec. 6, la incertidumbre expandida y la incertidumbre
expandida relativa se calculan para cada laboratorio participante. En la Tabla 6
se muestran los resultados y los intervalos de confianza (95%) para cada
laboratorio y cada IHRM (x; = U;). Ademas, no hay evidencias de que existan
diferencias estadisticamente significativas entre todos los valores de Ui/ki
cuando se aplica un test de ANOVA de dos factores; el Ho (laboratorios) y el
Ho (IHRMs) no se rechazan (a = 0,05). Esto es un significativo hallazgo, ya que
todos los laboratorios aplicaron el mismo método analitico y las incertidumbres
expandidas relativas se uniformaron independientemente de los niveles de

concentraciéon de los IHRMs.
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Tabla 6: Incertidumbres expandidas para cada laboratorio

2014

(“Bias”)? I i U; x;+ U;
IHRM 1\2 1y\2 1\2 K K Ui /x;
(ngL™) (ngL™) (ngL™) (ngL™) (ngL™)
0,040 0,002 0,040 0,6 1,4+0,6 0,4
0,048 0,002 0,000 0,4 1,8+0,4 0,2
Muestra 1
(L) 0,053 0,002 0,010 0,5 1,8+0,5 0,3
0,040 0,002 0,010 0,5 1,4+0,5 0,3
0,040 0,002 0,010 0,5 1,8+0,5 0,3
0,160 0,006 0,010 0,8 3,6+0,8 0,2
0,090 0,006 0,010 0,7 3,5+0,7 0,2
Muestra 2
(HL) 0,250 0,006 0,040 1,1 2,7+1.1 0,4
0,160 0,006 0,010 0,8 2,8+0,8 0,3
0,090 0,006 0,040 0,7 3,5+0,7 0,2

Asi, la incertidumbre expandida relativa se puede considerar como:

=0,3 (8)

Este valor es igual al obtenido usando la informacion de la desviacion

estandar, bajo condiciones de reproducibilidad, calculada para cada IHRM. A

partir de los datos de la Tabla 5, la raiz cuadrada de los cuadrados medios de

la desviacion estandar relativa se calcula:

SRr(HL) y
(HL)

Sr(LL)
_ X(LL)
Ux)
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Estas dos aproximaciones arrojan valores idénticos de incertidumbre
expandida relativa (a = 0,05). Por todas estas afirmaciones, se puede pensar

que la distribucion para U(x)/x versus x es rectangular.
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4. Conclusiones

e Se desarrolla, organiza y conduce un PT para matrices complejas de rutina,
como aguas residuales, para un numero limitado de participantes,
aplicando un método analitico no tan simple. El interés en este PT es muy
alto, debido a la no disponibilidad de materiales de referencias certificados
(estandares de medida primarios o secundarios) y el muy bajo numero de
laboratorios analiticos con posibilidades de participar en este PT.

e Se preparan en el laboratorio dos materiales de referencia a partir de
muestras reales de aguas residuales (IHRMs), con dos niveles diferentes
de concentracion, que son estudiados como potenciales materiales de
referencia certificados. Se demuestra que los dos materiales preparados
poseen adecuada homogeneidad, estabilidad y ademas son apropiados
para ser usados como materiales de control de calidad en ensayos de
aptitud.

e Los laboratorios participantes del estudio informaron los resultados
analiticos del contendido de mercurio total en cada muestra de prueba,
utilizando todos el método oficial internacional, SM 3112B. La evaluacion
de competencia individual es satisfactoria para todos los laboratorios y se
alcanza una exitosa relacion de consistencia (100%).

e Las evaluaciones estadisticas realizadas sobre el PT aplicado proporcionan
informacion util para el calculo de la incertidumbre asociada de los valores
asignados para cada IHRM vy, la incertidumbre asociada para los resultados
analiticos individuales de los participantes. La incertidumbre expandida

relativa es estadisticamente igual para ambas fuentes de variacion:
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laboratorios e IHRMs, esto es una muy buena informacion para tomar
decisiones. Trabajando con otros niveles de concentracion deberia
realizarse un estudio similar.

e La cuantificacion de la incertidumbre expandida para cualquier nivel de
concentracion, dentro del ambito estudiado, es muy simple, considerando
una distribucidn rectangular para U(x)/x. Solo es necesario multiplicar el
valor de concentracion obtenida por el valor de la incertidumbre expandida

relativa calculada.
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Estimacion de la incertidumbre de medicion usando Ila
informacion obtenida en la evaluacién de la exactitud cuando
se emplea un material de referencia preparado en el laboratorio
(IHRM): Estudio de dos casos en la extraccion de PAHs totales

de barros residuales industriales.
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1. Introduccion

En el ambito de la investigacion y politica ambiental, la gestion de
residuos peligrosos es un tema predominante. Las propiedades fisicoquimicas
de los barros residuales industriales deben ser investigadas en origen, antes de
su disposicion segura, con el fin de determinar la concordancia con
regulaciones internacionales, nacionales y regionales [1-3]. Actualmente, estas
regulaciones requieren estrictos controles analiticos y seguimiento periédico
para algunos contaminantes peligrosos. Los hidrocarburos aromaticos
polinucleares (PAHs) son, ademas de Ilos bifenilos policlorados y
clorobencenos, una clase bien conocida de contaminantes organicos peligrosos
prioritarios [4-5]. En este sentido, en muchos Estados miembros de la
Comunidad Europea se limitd recientemente la concentracién total de PAHs en
barros residuales [6]. Por lo tanto, el cumplimiento de estas normas requiere la
disponibilidad de datos confiables para la toma de decisiones, que implica que
en los laboratorios de ensayo se apliquen métodos analiticos adecuados, con
estimaciones de la incertidumbre bien establecidas.

La evaluacion de la incertidumbre asociada con el proceso global de
medicidn, debe ser estimada e informada con el fin de verificar si el método
analitico es apto para dicho propdsito y demostrar la calidad de sus resultados.
Esto no soélo respalda la fiabilidad de los resultados analiticos de los
laboratorios, sino que también evita que los usuarios finales de los datos
extraigan conclusiones erroneas acerca del riesgo ambiental y la posible

necesidad de remediacidn o eliminacion de residuos.
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Varios meétodos espectroscopicos y no espectroscopicos se han
desarrollado y estandarizado para el analisis de PAHs totales en suelo,
sedimentos y materiales de desecho. La mayoria de éstos necesitan un paso
de pretratamiento de muestra previo a la determinacion analitica que incluye el
sub-muestreo y la division de la muestra, para obtener la muestra de
laboratorio, seguido de una etapa de procesamiento. El sub-muestreo esta
asociado con la homogenizacion y la division de la muestra para obtener la
porcidn analitica para el laboratorio y el procesamiento de muestra involucra
técnicas de extraccion seguidas de un procedimiento de limpieza (“clean up”)
de la misma. Estos pasos tienen asociados una incertidumbre que contribuye a
la incertidumbre total de la medida del proceso analitico.

La literatura describe diferentes enfoques para llevar a cabo la
evaluacion de la incertidumbre de medicion [7-10]. El propuesto por Maroto et
al. [10] emplea la informacidén generada en la evaluacion de la exactitud de un
determinado procedimiento analitico.

Una practica comun en los laboratorios analiticos es el uso de Materiales
de Referencia Certificados (MRC), sustancias puras, o el empleo de normas
estandares para evaluar la exactitud de sus resultados. Sin embargo, cuando
no hay disponibilidad de MRC y el uso de sustancias puras de calibracion no es
apropiado debido a la complejidad de la matriz de la muestra, para evaluar la
exactitud e incertidumbre de la medicion es posible usar un material de
referencia producido en el laboratorio (“in house reference materials: IHRMs”).
Hay muy pocos trabajos cientificos en la bibliografia relacionados con la
produccion de IHRMs. La Oficina Nacional de Medicion del Gobierno del Reino

Unido publico un documento oficial que proporciona una guia para preparar
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IHRMs, aunque el autor sefiala que este documento no contiene un conjunto
completo de instrucciones [11].
Los objetivos de este trabajo incluyen:
a) El desarrollo de un IHRM para el analisis total de PAHs en residuos
solidos, usando la matriz auténtica de las muestras de rutina.
b) La evaluacién del valor asignado y su incertidumbre asociada
teniendo en cuenta el procedimiento de preparacién y las contribuciones
a la incertidumbre del IHRM, tanto de la homogeneidad como de la
estabilidad del material.
c) La evaluacién de la aplicabilidad del IHRM para evaluar la exactitud y
la incertidumbre de medicion de los resultados obtenidos, utilizando un
método de extraccion de referencia y uno nuevo desarrollado en el
laboratorio.
d) La evaluacion del balance de incertidumbre estimada del analisis de
PAHs totales en muestras de residuos solidos, teniendo en cuenta el
procedimiento analitico, la componente de sesgo y las etapas de
pretratamiento.
e) La comparacion de la incertidumbre estimada para los dos métodos

de extraccion utilizados.
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2. Parte Experimental

2.1. Reactivos y soluciones

v' Todos los reactivos quimicos utilizados son de grado analitico y las
soluciones se preparan con agua ultrapura Milli-Q.

v Solucién estandar de criseno (192,8 ug mL™ en cloruro de metileno).

v Polioxietilen-10 lauril éter (POLE, con pureza > 99%), Triton® X-100
(pureza > 99%) y dodecyl sulfato de sodio (SDS, pureza > 95%).

v' Criseno (pureza > 95%).

v Solventes de grado espectrométrico: hexano, acetona y metanol.

2.2. Muestras

Para garantizar la representatividad de la matriz de las muestras de
rutina, se colecta el barro residual auténtico del canal del efluente del Complejo
Petroquimico de Bahia Blanca, Argentina, con un muestreador de acero
inoxidable acondicionado. La muestra se tamiza para eliminar cuerpos
extrafios. Luego se coloca en un contenedor opaco de polipropileno
previamente lavado con metanol. Inmediatamente se transfiere al laboratorio
para tamizarla y mezclarla para lograr una homogeneizacién preliminar, y luego
se deja sedimentar para eliminar la mayoria del agua ocluida [12]. Esta muestra

humeda se conserva a 4°C, en la oscuridad.
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2.3. Produccion del material de referencia, IHRM

2.3.1. Procedimiento de preparacion

La muestra auténtica de barros se seca a temperatura ambiente durante
2 h, se homogeniza nuevamente y luego se seca durante 12 h a 80 °C [13-14].
Este material auténtico preacondicionado, en adelante PAM, es finalmente
homogenizado a temperatura ambiente y conservado en la oscuridad a
humedad constante.

Algunas sub-muestras de este PAM se usan para:
a) Cuatro sub-muestras de PAM son analizadas segun el método normalizado
ASTM D3976-01 para determinar su contenido de humedad [12].
b) Dos sub-muestras de PAM son analizadas en un laboratorio acreditado
segun la Norma ISO 17025, para determinar la concentracion de PAHSs,
aplicando el Método 3541 recomendado por EPA (Extraccion con Soxhlet) [15]
y el Método 8310 (HPLC-UV), también recomendado por EPA [16]. Los
certificados de cada analisis indicaron que ninguno de los 16 PAHs
considerados prioritarios por EPA se detectd en las dos sub-muestras de PAM.
c) Otra sub-muestra (mpay = 121,0011 g; base seca) se fortifica con criseno de
grado analitico y se mantiene en reposo por un mes para permitir que el analito
interaccione con la matriz de la muestra [17]. Se selecciona el criseno como
analito de prueba porque se conocen muy bien sus propiedades ambientales y
analiticas y porque es el analito que se utiliza para la calibracién en los
meétodos de referencia y en varios trabajos de investigacion publicados [13, 18-
21]. El procedimiento de fortificacion se lleva a cabo de acuerdo a lo descripto

por Llompart et al [22]. Se prepara una suspension (en adelante “slurry”) con la
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sub-muestra de PAM y 200 mL de una solucién de criseno (0,96 x 10™ M)
utilizando como solvente una mezcla de hexano-acetona (1:1). Se deja secar al
aire, con ocasionales agitaciones a temperatura ambiente, durante 5 dias.
Luego se embotella y se almacena en lugar oscuro y seco a 4 °C. Tanto la
masa de criseno (Mgriseno= 0,0044 g, base seca) como la masa de la sub-
muestra de PAM son medidas con una balanza analitica calibrada con dos
pesas patron: una de 0,002 g de valor nominal (Class E2-OIML) y otra de 100 g

de valor nominal (Class 1-ANSI/ASTM E617).

2.3.2. Pruebas de aseguramiento de homogeneidad y estabilidad del IHRM

La homogeneidad del IHRM, con respecto al contenido total de PAHSs, es
calculada empleando el enfoque propuesto por Fearn and Thompson [23]. Los
analisis del IHRM se hacen en 3 series de dos réplicas, aplicando el método
oficial de referencia [13]. Siguiendo lo propuesto por estos autores, tres test de
rapida resolucién se aplican para calcular los parametros experimentales
estadisticos que se comparan con los correspondientes valores criticos y que
se describieron en el capitulo anterior, en la Seccion 2.4.

Los resultados obtenidos en este analisis se muestran en la Tabla 1. Se
observa que los valores criticos son mayores que los experimentales, por lo
tanto se considera que el IHRM es suficientemente homogéneo. Por otro lado,
se puede decir también que el material de referencia es estable, pues los
resultados del ensayo no muestran efectos significativos (p>0,11) durante los

30 dias de almacenaje del material de referencia.
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Tabla 1: Resultados estadisticos para comprobar la homogeneidad del IHRM

Test Valor Valor critico

experimental

Criterio de Cochran 0,382 0,967
Desviacion estandar analitica 1.1 1,2
Varianza de homogeneidad 2,92 7,72

2.3.3. Calculo del valor asignado y la incertidumbre asociada

Asumiendo que no hay pérdida de criseno durante la agitacion y el
almacenamiento del IHRM, el valor asignado de la concentracién de PAHs
totales en el mismo se evalua de acuerdo con el procedimiento de preparacion
y teniendo en cuenta la pureza del criseno (p;), la masa medida (base seca) del
criseno (Meriseno), la masa medida (base seca) de la sub-muestra de PAM
(mpan), €l factor de correccion del empuje para Meriseno (BUcriseno= 1,0008) y el
factor de correccion del empuje para mpay (Bupan= 1,0006).

El valor asignado de la concentracién de PAHSs totales en el IHRM, cjygrum,

se calcula con la siguiente formula:

_ |Mcriseno - Pc - BUcriseno] . 6 _ -1
CIHRM = [ o — ] 10° = 34,6 mg kg™" (base seca) (1)

La Ec. 1 permite también el calculo de la incertidumbre estandar del
valor asignado, aplicando la ley de propagacion de incertidumbre a dicha

féormula:
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() () () () ()

Las incertidumbres estandares de las masas, u, . = 0,0002 gy
Ump = 0,0004 g provienen de: (i) la precision de los experimentos, (ii) los
procesos de calibracion de la balanza con los valores nominales 0,002 g y 100
g, (iii) la deriva de la balanza debido a los cambios de temperatura y a las
distintas calibraciones, y (iv) el contenido de humedad. Ambas incertidumbres,

Y Um,,,,» iNCluyen las contribuciones respectivas de la tara y la propia

Mcriseno

pesada. La incertidumbre estandar de la pureza u, = 1% proviene de la
informacion del fabricante. Las incertidumbres de los factores de correccion del
empuje son despreciables porque las incertidumbres de la densidad del aire,
del criseno, del PAM y del peso de los estandares de referencia son
despreciables. Teniendo en cuenta estos supuestos y las incertidumbres

estandares wy, ., Ump,, Y Up,., €S POsible calcular la incertidumbre estandar

Uc,,ry @Plicando la Ec. 2.

El resultado obtenido de la incertidumbre estandar del valor asignado

trabajando de esta manera es uc,, ., = 2,03 mg kg'1 (base seca).

La incertidumbre estandar de la homogeneidad del IHRM, u,,,= 1,71
mg kg'1, es la raiz cuadrada de la varianza de la homogeneidad presentada en
la Tabla 1.

La incertidumbre estandar de la homogeneidad y la del valor asignado
se combinan calculando la raiz cuadrada de la suma de sus cuadrados y se
agrega una componente adicional igual a la incertidumbre de homogeneidad de
manera de incluir la posible inestabilidad del IHRM [39]. Por lo tanto, la

incertidumbre combinada se calcula con la siguiente férmula:
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_ 2 2
UIHRM [combinada] — \/ Uigrm T 2URom 3)

H — -1 -
El valor obtenido resulta UIHRM (combinada] = 3,2mgkg™, con viyry = 25

]

grados de libertad, estimado de acuerdo a lo propuesto por Welch-
Satterthwaite [24]. Finalmente, el valor asignado al contenido de PAHs en el
IHRM y su incertidumbre expandida resulta: (c;yrm £ Uimrm) = (Ciurm £

L2528y UIHRM compinaday) = (34,6 * 6,6) mg kg™, en base seca y trabajando a un
"2

nivel de confianza de 0,95. Este nivel de concentracién es util para evaluar el

nivel internacional regulado de 40,00 mg kg'1 para PAHSs totales [25].
2.4. Evaluacion de la aplicabilidad del IHRM

2.4.1. Procedimientos de extraccion

Se aplicaron dos procedimientos de extraccion para estudiar la
aplicabilidad del IHRM:

a) El procedimiento estandar (Extraccion por Soxhlet) que se lleva a
cabo siguiendo el Método 3540C de EPA [15]. En este caso, las muestras de
IHRM son pesadas en dedales de extraccion Whatman grado 603 y los mismos
se colocan en el extractor Soxhlet con 150 mL de una solucién de n-hexano-
acetona (1:1, v/v). El procedimiento extractivo se lleva a cabo durante 24 h, lo
que implica mas de 100 ciclos de extraccion. Finalmente, el extracto crudo es
transferido a un matraz aforado previamente calibrado de acuerdo a la

metodologia descripta por Rius et al. [26].
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Luego se procede a realizar la limpieza (“clean up”) de una alicuota de
10 mL de cada uno de los extractos, de acuerdo a lo indicado en el Método
3650 B de EPA [27], para eliminar las posibles interferencias de la muestra. Por
ultimo, de acuerdo al método oficial internacional para determinar la
concentracion total de PAHs [13], se procede a la lectura de la sefal de
fluorescencia de los extractos obtenidos.

b) Un procedimiento no estandarizado empleando un bafo ultrasénico
(UAME). Aqui, se utiliza un bafo ultrasénico rectangular abierto (Cole
Parmer®) que opera con una potencia de 300 W y una frecuencia de 40 Khz.
Porciones de 0,2g del IHRM son exactamente pesados, se agregan 10 mL de
POLE 0,050M y se procede a la sonicacion durante 25 min. Luego, los
extractos se centrifugan a 2.500 rpm durante 3 min y se filtran. Estos extractos
micelares se transfieren cuantitativamente a un material volumétrico adecuado,
se le agregan 0,5 mL de HNO3; 1,5 M, de acuerdo a lo recomendado por
Valcarcel et al. [17]. Finalmente, se procede a las lecturas de las sefiales de
fluorescencia, empleando el método oficial, pero habiendo modificado los
parametros instrumentales necesarios. En la seccidén correspondiente (Seccidn

2.4.3) se describe la optimizacion de este procedimiento.

2.4.2. Optimizacién de la extraccion asistida por ultrasonido aplicando
disefio experimental

Es necesario optimizar este procedimiento, pues el mismo no esta
estandarizado. Este método de extraccidon micelar se basa en uno descripto
anteriormente para la extraccion de ciertos PAHs seleccionados en muestras

de sedimentos [28].
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Para este trabajo, se probaron tres tipos distintos de surfactantes para
llevar a cabo la extraccion: Pole, Triton X-100 y SDS. Es necesario optimizar
las condiciones para cada medio y poder seleccionar el surfactante que
conduce a los mejores resultados. Para este propdsito, la sefial analitica que se
utiliza es el area total del espectro de fluorescencia obtenido. Asi, se plantea
inicialmente un disefio factorial completo con dos niveles, 2°, para cada
surfactante, para detectar las variables con mayor influencia sobre la respuesta

experimental. Tanto las variables estudiadas como sus niveles se muestran en

la Tabla 2.
Tabla 2: Disefio factorial (2°) para seleccionar variables
Variable Nivel minimo Nivel maximo
Tiempo (min) 5 30
Concentracién de surfactante 0,1 100
(x10 2 M)
Volumen de surfactante:cantidad 6,25 18,75

de IHRM (mL:g)

Los niveles maximos y minimos se eligen en funciéon de experiencias
previas en las cuales se ha aplicado ultrasonido para la extraccién de PAHs. La
concentracion micelar critica de cada surfactante se selecciona como nivel
minimo para la variable concentracion de surfactante [29].

Posteriormente, para optimizar el procedimiento de extraccion para cada
sistema micelar, se desarrolla un disefio central compuesto rotatorio (CCRD),
con o= 1,682 y tres puntos centrales. La Tabla 3 muestra los valores dados

para cada variable.
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Todos los tratamientos experimentales se llevan a cabo al azar y se
utiliza el software Unscrambler 9.7.

Después de este proceso de optimizacion, se realizan cinco extracciones
adicionales bajo condiciones de repetitividad. El analisis estadistico permite la

evaluacion de los valores medios de las respuestas globales para cada

extraccion.
Tabla 3: CCRDs para cada Sistema micelar
Variable Nivel Nivel Centros Axial (-a) Axial (+o)
minimo maximo
(min) 8,0 30,0 19,0 0,5 37,5
B (10° M) 33 100 66,5 10,2 122,8
C (ml/g) 13,0 50,0 31,5 0,4 62,6

2.4.3. Determinacion de PAHs totales por fluorescencia

El contenido de PAHs totales en los extractos de IHRM se determina
fluorimétricamente usando un espectrofotdmetro de luminiscencia SLM Aminco
Bowman Series 2, equipado con una lampara de descarga de Xendn (1.500
W). La exactitud de longitudes de onda es £ 0,5 nm. Los anchos de las
ventanas del instrumento se ajustan a 8 nm para la excitacién y 4 nm para la
emision y la ganancia del PMT se establece en 600 V. Las medidas de
fluorescencia se llevan a cabo usando una cubeta de cuarzo de 1x1 cm. Las
curvas de calibrado para cada sistema micelar y para el método oficial se
realizan a 8 niveles de concentracion en el intervalo comprendido entre 0,60 —
9,00 mg L™ de PAHSs totales en términos de unidades equivalentes de criseno.
Todas las soluciones utilizadas se preparan con una solucion estandar de

criseno y se analizan cinco veces bajo condiciones de precision intermedia.
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Las medidas de fluorescencia de los extractos obtenidos empleando el
meétodo oficial Soxhlet se realizan a Aex= 310 Nm y Aey,= 360 nm. Para medir la
fluorescencia de los extractos micelares es necesario optimizar los parametros
instrumentales con respecto a los del método oficial, teniendo en cuenta el
medio de extraccién. Esto involucra verificar las longitudes de onda de
excitacion y emision de acuerdo al surfactante empleado en cada UAME. Para
este propdsito, se prepara un set de soluciones micelares de criseno con
concentraciones de surfactante al nivel de las concentraciones micelares
criticas de cada uno. Luego, se aplica Cuadrados Medios Ordinarios para
calcular las curvas de calibracion y siempre se obtienen relaciones lineales con
r>0,99, validados mediante ANOVA a un nivel de confianza del 95%. Los
limites de deteccidén obtenidos a partir de cada curva de calibrado estan entre
1,24 mg L' y 2,48 mg L de PAHSs totales usando el método oficial y los

distintos medios micelares para la extraccion.

2.5. Validacion y pruebas estadisticas

Todos los parametros de las curvas de calibrado se calculan empleando
el software ULC 2.0 (Univariate Linear Calibration) [30]. La validacion de los
datos de recuperacion se realiza siguiendo los criterios de aceptacion
establecidos por EPA [31]. Para chequear puntos discrepantes y normalidad de
datos se utilizan test estadisticos no paramétricos [32-34]. Los calculos
estadisticos de ANOVA vy los graficos de Pareto se calculan usando Microsoft
Office Excel. Los datos de los disefios experimentales son analizados

empleando el software Unscrambler 9.7.
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3. Resultados y discusiones

3.1. Optimizacion del procedimiento UAME

Para evaluar la significaciéon de los efectos principales de las variables
de extraccion y sus interacciones, en cada medio micelar, se realiza un analisis
de varianza (ANOVA) al 95% de confianza, luego de haber aplicado el disefio
experimental correspondiente. Los resultados se muestran en la Figura 1. En

estos graficos se presentan los efectos normalizados en orden de significacion.

41 C 122

1 B ]1.11

o A oo POLE

n=3BC o047
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o < G 1
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A= ] 1.45 [ns]BC ]0.03
[n.s]EC :| 0,56 . ! : Efectos :
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Figura 1: Grafico de Pareto de los efectos principales
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El grafico de Pareto muestra que la concentracion de surfactante y la
relacion entre volumen de surfactante:cantidad de muestra son variables
estadisticamente significativas (p<0,05) y presentan la mayor influencia en la
respuesta experimental (area total de los espectros de fluorescencia). En tanto,
el tiempo de extraccidn es apenas significativo y, obviamente tiene un efecto
moderado sobre la respuesta experimental. En la Figura 1 también se observa
que la eficiencia del procedimiento UAME esta afectada por la interrelacion de
variables solo para el sistema micelar con SDS. La interaccion entre las
variables tiempo de extraccion y concentracion de surfactante (SDS) tiene
efecto estadisticamente significativo, con signo negativo, sobre la respuesta
experimental.

La region en la cual se llevaron a cabo estos experimentos no incluye el
valor optimo. Por lo tanto, para planificar la optimizacién, se establecen los
CCRDs desplazados en la direccién de la pendiente maxima. Luego de los
CCRDs, la concentracién de surfactante y la relacion volumen de surfactante:
cantidad de muestra presentan efectos estadisticamente significativos (p <
0,01). La falta de ajuste para los modelos obtenidos para cada surfactante no
es significativa (p<< 0,05) y esto demuestra que la ecuacion de regresion
explica correctamente la variabilidad de los datos experimentales. El valor
optimo para la extraccion es similar para los tres sistemas, con distintos
surfactantes. Estos resultados, en tiempo de extraccion, estan dentro del
intervalo de los presentados en trabajos previos para extracciones de PAHs en
suelos y sedimentos marinos [28, 35-36]. La Figura 2 muestra las superficies

de respuesta cuando el tiempo de extraccion se fija en 22 min.
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Figura 2: Superficies de respuestas estimadas para el area total de fluorescencia graficando

concentracion de surfactante vs. relacion volumen de surfactante:cantidad de muestra.
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Luego de la evaluacién de estos graficos de superficie de respuesta
ajustados, los valores seleccionados para obtener las mejores respuestas
experimentales para la extraccion de PAHs en el IHRM estan listados en la

Tabla 4.

Tabla 4: Valores 6ptimos para los distintos medios extractivos por UAME

Sistema Micelar

Factor
POLE SDS Triton X-100
Tiempo (min) 21 22 21
Concentracién de surfactante (10 = M) 65 44 30
Vol. de surfactante:cantidad de IHRM (mL.:g) 47 40 13

Por ultimo, se selecciona el medio micelar éptimo teniendo en cuenta los
resultados de experimentos adicionales, realizados con cada surfactante y
fijando las variables experimentales en sus valores optimos, trabajando bajo
condiciones de repetitividad. Los resultados para cada procedimiento UAME y

sus correspondientes valores se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Valores predichos y experimentales de respuesta

bajo condiciones 6ptimas

Area total
Valores 6ptimos
POLE SDS Triton X-100
Actual (promedio, n=5) 1972 1469 1479
Predichos 2081 1497 1507

El ANOVA de estos resultados indica que el POLE es el surfactante que
presenta las mayores respuestas instrumentales (p< 0,01). EI SDS y el Triton

X-100 brindan valores de respuestas similares (p>0,5). De acuerdo a esto, se
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selecciona el POLE como surfactante para llevar a cabo la extraccion de PAHs

en muestras de barros aplicando UAME.

3.2. Evaluacion de la exactitud de los métodos de extraccion utilizando el

IHRM

La evaluacion de la exactitud del método Soxhlet tradicional y el método
UAME se realiza con el IHRM desarrollado. Para ésto, se definen originalmente
dos disefios de experimento anidados balanceados de dos factores. Los
factores estudiados en cada disefio son la repetitividad de las medidas

obtenidas y las series de réplicas usadas para obtener las medidas [37].

3.2.1. Comparacion de la precisién

De acuerdo a los requerimientos indicados previamente, se realizan dos
medidas (ns=2 réplicas) en condiciones de repetitividad sobre siete series
diferentes (ps= 7 series). Luego, se aplican distintos tests estadisticos (Test de
Grubbs, simple y doble y Test de Shapiro-Wilk) para investigar la presencia de
datos discrepantes y la normalidad de los datos, respectivamente. Ademas, se
aplica el criterio de aceptacion de EPA para comprobar las recuperaciones en
cada analisis [31]. Después de verificar estas condiciones, el disefio anidado
balanceado original se convirti6 en un disefio desbalanceado. Los diferentes

términos de varianza: la varianza de la repetitividad,s’, la varianza de la

2

< se calculan a

2 .., Y la varianza de las medias, s

precision intermedia, s,
través del ANOVA correspondiente y se comparan todas las varianzas para
ambos métodos mediante el Test de Fisher.
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Los resultados mostraron que no hay diferencias significativas entre las

varianza s% y s_ .. para un nivel de significacion del 95%, aunque la varianza

de la repetitividad del método UAME es significativamente menor que la del
método Soxhlet evaluada con el mismo nivel de significacion. Las
recuperaciones medias de PAHSs totales son del 79% (RSD=6%) y 73% (RSD=

9%) para los métodos de extraccion por UAME y Soxhlet, respectivamente.

3.2.2. Comparacion de la veracidad

Si las futuras muestras de rutina a analizar poseen un nivel de
concentracién similar al del IHRM (nivel de referencia regulado 40,0 mg kg™,
base seca), la veracidad del método de extraccion puede ser evaluada
verificando si la diferencia entre la media general de cada método, y el valor
asignado del IHRM, es decir el sesgo experimental (‘bias”), no es

estadisticamente significativa:

2
ST

bias=|X — Ciyru| < Leffa/z \/[Kﬁ] + Ufyru (4)

donde: s; =s. +s.

series

es la variancia de precision intermedia; p.rr = 12 es el

numero efectivo de resultados después de que el disefio anidado original se
convirtié en un disefio desbalanceado y t es el valor tabulado, a dos colas, para
a=0,05 y el numero efectivo de grados de libertad asociado, ves, €s estimado

con la aproximacion Welch-Satterthwaite:
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2 2
2 ST
UTHRM T 3¢
— I

ve - 4 4
rr UIHRM + SI

VIHRM VYs;

Los resultados de estas comparaciones se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Resultados obtenidos en la evaluacion de la exactitud

Valores Valores
Método Test . » Resultados
experimentales | criticos
Shapiro Wilk 0,877 0,859 NS
Levene 5,00 5,52 NS
Soxhlet Veracidad S
X=25,3mg kg 2,778 2,093 , 1
bias= 9,3 mg kg
(=0,05; v=19)
Shapiro Wilk 0,899 0,859 NS
Levene 0,84 5,52 NS
UAME Veracidad S
X=27,3mg kg 2,298 2,069 _ .
bias= 7,4 mg kg’
(=0,05; v=23)
Comparacion F (repeatabilty) 1,40 5,05 NS
de la F (series) 3,20 6,39 NS
preCiSién I:(intermediate precision) 2145 2182 NS

NS: no significativo, S: significativo

De acuerdo a los resultados, el “bias” es estadisticamente significativo
para ambos métodos. Esto implica que los resultados obtenidos a partir del
andlisis de las muestras de rutina deben ser corregidos por el sesgo

experimental en el nivel de concentracion estudiado.
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3.3. Estimacion de la Incertidumbre

3.3.1. Incertidumbre asociada al procedimiento analitico
La incertidumbre estandar asociada a la variacion experimental de las

mediciones futuras se calcula con la siguiente ecuacion:

2 2

S S
_ series r
H proc + (6)
p s 'ns ns

donde: ps es el numero de series de réplicas y ns es el numero de réplicas de
cada serie. En este estudio, se asume el caso mas desfavorable y las
incertidumbres estandares son calculadas cuando las muestras de rutina se

analizan una unica vez, es decir para ns=1y ps=1.

3.3.2. Incertidumbre asociada a la evaluacion de la veracidad

Este término corresponde a la incertidumbre del sesgo (“bias”)

N

experimental, u(bias)=J[p

2
i 2

+ Ujprm
ff]

3.3.3. Incertidumbre asociada a otras fuentes

Este término incluye la contribucién de fuentes de incertidumbre que
surgen de la heterogeneidad del material (sub-muestreo) y del paso de
pretratamiento aplicado a futuras muestras de trabajo. En este estudio, la
homogeneidad del IHRM se prueba de acuerdo a lo indicado en la Seccion
2.3.2. Sin embargo, se espera que las muestras futuras de trabajo no sean

homogéneas y la contribucion de la incertidumbre surgida de la heterogeneidad
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debe ser incluida. Por otro lado, la incertidumbre del paso de pretratamiento de
muestras (pesada, secado, UAME, centrifugacion, filtracién, acidificacion, etc.)
no se incluye en éste término porque el mismo se lleva a cabo con el IHRM
usado en la evaluacion de la exactitud. La incertidumbre derivada de la
heterogeneidad es estimada con la desviacion estandar de la etapa de sub-
muestreo, Ssu-m. Para esto, diez porciones diferentes de la muestra auténtica,
nes= 10, preservadas como se describe en la Seccion 2.2, son analizadas bajo
condiciones de repetitividad. Luego de verificar la normalidad de los datos y
rechazar dos puntos discrepantes, la Sgub-m de estos resultados es 6,0 mg kg'1

con 7 grados de libertad.

3.3.4. Cuantificacién de la incertidumbre global
La incertidumbre global es estimada combinando las incertidumbres
asociadas al procedimiento analitico, a la evaluacion de la exactitud y a la

etapa de sub-muestreo, aplicando la siguiente ecuacion:

U = te{[f,a/Z \/(ﬂimc + ﬂlfias‘ + /’lszub—m) (7)

donde: ¢, ,,es el valor del estadistico t a dos colas y para a=0,05 y sus

grados de libertad efectivos se estiman usando la aproximacion de Welch-
Satterthwaite.
La Tabla 7 muestra los resultados de los valores de incertidumbre

calculados para ambos métodos de extraccion.
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Tabla 7: Valores de Incertidumbre estimados para los métodos de extraccion

UAME y Soxhlet (mg kg™)
Muestra/ U/ X
MétOdO ubias pproc usub-m tefi‘,a /2 U
Homogeneidad (%)
Rutina/ (-) 6,0 2,045 | 14,8 | 43%
Soxhlet 3.4 2,2
IHRM/(+) 1,7 1,960 | 7,9 | 25%
Rutina/ (-) 6,0 2,042 | 143 | 41%
UAME 3,3 1,6
IHRM/(+) 1,7 1,960 | 7,2 | 23%

(-) No homogénea, (+) Homogénea

La Tabla 7 también muestra que los valores de incertidumbre expandida
son mucho mayores para las muestras de rutina (41% y 42 % para el método
UAME vy el método Soxhlet, respectivamente) y disminuye considerablemente
cuando la muestra analizada es el IHRM. Como se puede apreciar en la Figura
2, esta disminucion se debe a la diferente contribucion de la etapa de sub-
muestreo, es decir a la falta de homogeneidad de las muestras analizadas.
Esto pone de manifiesto la importancia del tratamiento de la homogenizacién
de las muestras de laboratorio, previo a las etapas de sub-muestreo / divisién
de las muestras. Los métodos estandares regulatorios para el analisis de
matrices medioambientales complejas no suelen usar el requerimiento de
control de calidad del sub-muestreo en términos de homogeneidad. Por otra
parte, la contribucidon de la incertidumbre asociada a la falta de homogeneidad
rara vez se evalua para cuantificar su efecto sobre la incertidumbre global de
los resultados finales o en la toma de decisiones a partir de los resultados
analiticos. Aqui, se demuestra con datos relevantes, que la preparacion de las
sub-muestras (especialmente de matrices complejas) a partir de las muestras

que llegan al laboratorio, debe ser validada con el fin de garantizar la suficiente
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homogeneidad, por ejemplo muestras de suelos [38], de residuos o de aguas

residuales.

Homogeneidad suficiente
Il Pasa

I Nopasa

UAME Soxhlet

S S

mutreo I e

Precision - Precision -—

pios I vas
] I

o A $ o

0 20 40 60 30 100 0 20 40 60 80 100

Incertidumbre estandar relativa (%) Incertidumbre estandar relativa (%)

Figura 2: Contribucién del procedimiento analitico, de la evaluacion de la exactitud y
del sub-muestreo a la incertidumbre de la medicién para los dos métodos de

extraccion estudiados.
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4. Conclusiones

Se ha aplicado una metodologia completa y practica para evaluar la
exactitud y calcular la incertidumbre de medicién de un proceso analitico. Esta
se basa en la informacion de la precision y el sesgo estimado, calculados en el
procedimiento de evaluacion de la exactitud utilizando un IHRM preparado para
este propdsito.

La metodologia aplicada puede ser muy valiosa en ausencia de
materiales de referencia con alta jerarquia metrologica (MRC primarios,
meétodos primarios).

El material de referencia obtenido en el laboratorio, IHRM, se desarrolla
para poder realizar el control de calidad de la determinacion total de PAHs en
las muestras de residuos en niveles de concentracidn regulados
internacionalmente.

El IHRM demuestra ser muy adecuado para optimizar un método de
extraccion no estandarizado y también es satisfactorio para evaluar la
exactitud de los resultados cuando se aplican dos métodos de extraccion
distintos.

Las incertidumbres globales obtenidas son fuertemente dependientes de
la contribucién asociada a la falta de homogeneidad de las muestras antes de
la etapa de sub-muestreo del proceso analitico. Esta observacion es
particularmente relevante cuando se requiere el analisis de pequefas

cantidades de muestra.
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Los balances de incertidumbre obtenidos muestran el papel esencial de
la incertidumbre en los controles analiticos de calidad y evaluaciones de toma

de decisiones.
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Evaluacion de la incertidumbre para el analisis de PAHs en
barros industriales mediante el uso de cromatografia gaseosa-
espectrometria de masa (GC-MS). Dos casos de estudio
utilizando extraccion mediante Soxhlet y asistida por

ultrasonido
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1. Introduccion

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son un grupo de
compuestos organicos persistentes (POPs) de gran importancia ambiental
debido a su toxicidad, a su ocurrencia generalizada y a la persistencia en el
medio ambiente. Estos compuestos han sido designados peligrosos para el
medio ambiente, debido a que por sus propiedades fisicoquimicas se pueden
bioacumular y/o biomagnificar y tienen un impacto negativo en los seres
humanos y en la biota. Los PAHs provienen de fuentes antropogénicas
incluyendo la combustion incompleta de carbon y combustibles, aguas
residuales y los vertidos de petroleo.

En la ultima década, estos compuestos han sido prohibidos en todo el
mundo, como resultado de los esfuerzos de varias organizaciones
internacionales [1-3]. Debido a sus niveles de concentracién, en el orden de las
trazas, y a las complejas matrices ambientales, la mayoria de las
determinaciones de PAHs requieren pasos de extraccién/preconcentracion
previos a la medida instrumental. La preocupacion por los residuos de PAHs en
matrices ambientales ha llevado al desarrollo de muchos métodos de analisis.
La extraccién convencional de estos analitos en matrices solidas se lleva a
cabo a través de varias metodologias que han sido extensamente descriptas en
la literatura: agitacion mecanica, Soxhlet, extraccion asistida por microondas
(MAE), asistida con ultrasonidos (UAE), extraccion con fluidos supercriticos
(SFE), extraccion liquida presurizada (PLE). Estas metodologias han sido
adoptadas y estandarizadas por varias organizaciones internacionales (ASTM,
ISO, EPA) que han publicado sus procedimientos operacionales estandares,

con un estricto protocolo de control de calidad. La extraccién por Soxhlet ha
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sido el método estandar de preferencia puesto que es una metodologia muy
facil de estandarizar, posee altas recuperaciones, requiere poca capacitacion y
se trabaja, en general, con mayor cantidad de muestra que la mayoria de las
otras alternativas (MAE, SFE, etc.) [4]. Por otro lado, la ultrasonicacién es una
metodologia simple y eficiente para extraer trazas de analitos organicos de
suelos, sedimentos y aguas residuales, cuando se compara con los métodos a
reflujo. Hay estudios que demuestran que los rendimientos de extraccion de
PAHSs por ultrasonido son comparables y aun hasta mejores que usando otras
metodologias, aunque el ultrasonido ha presentado menores valores de
recuperacion en otros estudios realizados [5-7]. La reproducibilidad obtenida
con extraccion asistida por ultrasonido ha resultado en algunos casos mayor [8]
y en otros menor [9] que la obtenida con extraccion por Soxhlet.

Ademas, es importante tener en cuenta que los resultados analiticos
obtenidos cuando se determinan PAHs en muestras ambientales sujetas a
regulaciones, deben ser fiables y comparables con una incertidumbre de
medicion bien establecida. La estimacion de la incertidumbre es uno de los
principales focos de interés debido a la importancia que muestra en la calidad
de los datos. Un requisito para los laboratorios acreditados bajo los sistemas de
calidad ISO/IEC 17025 [10], es la incertidumbre de medicion asociada al
resultado. Esta informacion debe estar disponible y ademas se debe informar si
la incertidumbre afecta el cumplimiento de un limite maximo reglamentado. Sin
embargo, la ISO/IEC 17025 no establece un método aproximado particular para
determinar la incertidumbre de una medida.

Teniendo en cuenta la simplicidad y viabilidad del método estandar UAE

para ensayos de rutina, seria satisfactorio determinar cuan comparables son la
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recuperacion y precision del método UAE con respecto al método estandar
Soxhlet tradicional. Por lo tanto, en el presente trabajo, se realiza un estudio
para comparar las caracteristicas de dos metodologias de extraccion, UAE y
Soxhlet, utilizando como técnica determinativa la cromatografia gaseosa-
espectrometria de masa (GC-MS), de acuerdo al método 8270D recomendado
por EPA [11]. La comparacion se realiza analizando tres materiales de prueba
con diferentes niveles de concentracion, seleccionados de acuerdo a los
niveles guia de las normas internacionales. Asi, las incertidumbres de medicion
para ambos métodos son estimadas usando la informacion de la evaluacion de
la veracidad y la precision.

Estos estudios estan destinados a ser aplicados en futuros trabajos para
estimar la incertidumbre de medicion asociada a los procedimientos de

extraccidn que se aplican a analitos de gran interés ambiental.
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2. Parte Experimental

2.1. Reactivos y soluciones

v' Todos los solventes utilizados son de grado analitico (acetona, cloruro
de metileno y n-hexano).

v' Estandares analiticos de acenafteno (pureza>99%), fenantreno
(pureza>>99.5%), fluoranteno (pureza>>98%), pireno (pureza>>98%),
naftaleno (pureza>>99.7%), criseno (pureza>>98%) y antraceno
(pureza>>99%).

v' Solucion estandar de una mezcla de los 16 PAHs prioritarios,
recomendados por EPA (2000 pug mL™" de cada analito en cloruro de
metileno): naftaleno (Nap), acenaftileno (Acy), acenafteno (Ace), fluoreno
(Flu), fenantreno (Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (Flt), pireno (Pyr),
benzo[alantraceno (B[a]A), chriseno (Chr), benzo[b]fluoranteno (B[b]F),
benzo[k]fluoranteno (B[k]F), benzo[a]pireno (B[a]P), indeno[123-
cd]pireno (I[c,d]P), dibenzol[a,h]antraceno (DBJ[a,h]A) y
benzo[ghi]perileno (B[ghi]P).

v Solucién de acenafteno deuterado, Aceg, de 2000 pg mL™" en cloruro de
metileno, utilizado como estandar interno en las medidas
cromatograficas.

v Sulfato de sodio anhidro prelavado con cloruro de metileno.
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2.2. Materiales y equipamiento

v' Cromatografo gaseoso Agilent 6890 acoplado a un detector de masa
Agilent 5973N.

v' Bafio ultrasonico abierto (Cole Parmer®, USA) que opera con una
potencia de 300 W y una frecuencia de 40 Khz.

v' Balanza analitica (Mettler Toledo AB104-S) calibrada con pesas
estandar de valor nominal 0.002 g (Class E2-OIML, Dolz Hnos SRL) y

valor nominal 100 g (Class 1-ANSI/ASTM E617, Troemner Inc.).

2.3. Procedimiento analitico

2.3.1 Preparacion de los estandares

Se preparan cinco soluciones conteniendo una mezcla de PAHs y Acey,
a partir de las soluciones comerciales certificadas, para realizar la
cuantificacion por GC-MS. Para esto, se utilizan jeringas y material volumétrico
calibrado. Por otro lado, se preparan otras tres soluciones estandar
conteniendo la mezcla de PAHs, pesando la cantidad apropiada de cada uno
de ellos, empleando una balanza analitica calibrada. Esas soluciones son

utilizadas para realizar la fortificacion de las muestras.

2.3.2 Preparacion de las muestras de prueba
Debido a que no existe material de referencia certificado del tipo de
muestras que se esta analizando, se preparan tres muestras de prueba, a partir

de un material auténtico preacondicionado (PAM) y con diferentes niveles de
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concentracion. Para realizar esto se colecta una muestra de barro residual
industrial del canal colector del Complejo Petroquimico de Bahia Blanca,
Argentina. Esta muestra se toma mediante un muestreador de acero inoxidable
preacondicionado, que permite extraer objetos extrafios. Luego, la muestra se
envasa en un recipiente de polipropileno opaco, lavado previamente con
metanol. La muestra se traslada inmediatamente al laboratorio para tamizarla y
mezclarla en una homogeneizacion preliminar, y luego se deja sedimentar para
eliminar la mayoria del agua ocluida. Posteriormente, se seca a temperatura
ambiente durante 120 horas y se homogeneiza nuevamente. Este PAM es
finalmente almacenado en un lugar oscuro y a humedad constante. Luego, se
toman varias sub-muestras para preparar las muestras de prueba, trabajando
de la siguiente manera: a) Una sub-muestra representativa de PAM es
analizada por SPME-GC-MS, (en el modo full scan) [12] para determinar la
presencia de PAHs nativos; b) Diez sub-muestras de PAM son analizadas para
cuantificar los PAHs nativos aplicando el método EPA 3540 C (Extraccion por
Soxhlet) [13] y el método EPA 8270 D (GC-MS) [11]. Los resultados de cada
analisis demostraron que sélo 7 de los 16 PAHs estan presentes en la muestra
PAM vy se listan en la Tabla 1; c) Finalmente, otras tres sub-muestras
homogeneizadas (70,2404 g, 74,4216 g and 70,4213 g) se fortifican a tres
niveles de concentracion con naftaleno, acenafteno, antraceno, fenantreno,
fluoranteno, pireno y criseno y se mantienen en estado estacionario durante 1
mes para que se produzcan las interacciones entre los analitos y la matriz de la
muestra [14]. Los tres niveles de concentracion se seleccionan de manera de

tener la posibilidad de evaluar concentraciones bajas (100 ug kg'1), medias
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(3.000 ug kg™) y altas (20.000 pg kg') de cada PAH, con respecto a los
valores de referencia internacionales [15].

El procedimiento de fortificacién se realiza de acuerdo a la técnica
descripta por Llompart et al [16], que consiste en formar una suspension
(“slurry”) de cada sub-muestra con 100 mL de las soluciones estandares de
cada PAHs disueltos en una mezcla de hexano-acetona (1:1). Estas sub-
muestras fortificadas se dejan secar al aire, con ocasionales agitaciones a
temperatura ambiente, durante 5 dias. Luego, se colocan en envases
adecuados y se guardan en lugar oscuro y seco a 4 °C durante 30 dias antes
de las primeras extracciones. Asumiendo que no hay pérdidas de analitos
durante la agitacién y el almacenamiento, las concentraciones finales de PAHs

esperadas se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Concentraciones de las muestras de prueba y del material PAM

L PAM
Expected concentration in .
. Molecular Native
Analito the test samples .
Structure (Mg kg™ concentration
(g kg™
Low Medium High
level level level
Naphthalene 111 5.240 27.690 177
/o
Acenaphthene 7 60 2.822 14.910 81
K/ 2
Anthracene | [ [ T 1| 75 3.547 | 18.744 67

Phenanthrene QQQ 68 3.225 17.040 297

Fluoranthene 0.8 113 5.321 28.116 209

Pyrene o=y 68 3.198 16.898 221

Chrysene O‘O‘ 57 2.687 14.200 134
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El aseguramiento de la homogeneidad de esta muestras de prueba
respecto del contenido total de cada PAHs, se evalua utilizando Ia
aproximacion propuesta por Fearn and Thompson [17], y aplicando los
meétodos EPA 3540 and 8270D. De esta forma se aplican tres test estadisticos
para calcular los parametros experimentales de homogeneidad, que son
comparados con los respectivos valores criticos y que se describieron en el
capitulo Il, Seccion 2.4. Las desviaciones estandares de referencia requeridas
para la aplicacion de estos test estadisticos fueron seleccionadas de la
bibliografia [7-8, 18] Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que
los valores criticos son mayores que los experimentales para los tres test
estadisticos aplicados. En la Tabla 2 se presentan los resultados
correspondientes a la varianza de homogeneidad para los distintos analitos en
cada material de prueba. A partir de estos resultados se puede asumir que las

muestras de prueba son suficientemente homogéneas.
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Tabla 2: Resultados estadisticos para comprobar la homogeneidad de las

muestras de prueba.

Varianza de homogeneidad
Analito Valor Valor critico
experimental
Civel de fortficacion (Mg kg™')= 100
Naftaleno 0,011 0,016
Acenafteno 0,0001 0,014
Antraceno 0,003 0,006
Fenantreno 0,002 0,006
Fluoranteno 0,0007 0,009
Pireno 0,0006 0,001
Criseno 0,003 0,06
Civel de fortficacion (Mg kg™')= 3000
Naftaleno 0,001 0,01
Acenafteno 0,014 0,038
Antraceno 0,009 0,017
Fenantreno 0,0007 0,023
Fluoranteno 0,0009 0,018
Pireno 0,006 0,016
Criseno 0,003 0,012
Civel de fortficacion (Mg kg'')= 20000
Naftaleno 0,0003 0,008
Acenafteno 0,011 0,058
Antraceno 0,038 0,041
Fenantreno 0,0013 0,032
Fluoranteno 0,003 0,025
Pireno 0,0005 0,032
Criseno 0,022 0,032

-108 -

2014



M.T. Pereyra Capitulo IV 2014

2.3.3. Procedimientos de extraccion

Los estudios de recuperacion para cada metodo de extraccion se llevan
a cabo trabajando con dos series de cuatro réplicas para cada nivel de
concentracion. Esto implica realizar 24 experimentos con cada método de
extraccion. Las condiciones de precision intermedia estan dadas por la
variacion dentro del laboratorio de todos los factores que afectan al
procedimiento analitico (dia, reactivos, calibracién y analista).
Extracciéon por Soxhlet: La extraccién por Soxhlet se basa en el Método EPA
3540C. Porciones de 5 g de la muestra de prueba son exactamente pesados y
mezclados con 5 g de sulfato de magnesio anhidro. Esta mezcla se transfiere a
un dedal de extraccion y los mismos se colocan en el extractor Soxhlet con 125
mL de un solucion de n-hexano:acetona (1:1 v/v). El procedimiento extractivo
se lleva a cabo durante 24 h a 5 ciclos/hora. Cuando se completa la extraccion,
los extractos son evaporados hasta sequedad con una corriente de nitrégeno.
Luego, los residuos de estos extractos se disuelven con 1 mL de n-hexano
medido exactamente.
Extraccién asistida con ultrasonido (UAE): Esta extraccion se basa en el
Método EPA 3550C. En este estudio, porciones de 5 g de muestra prueba se
pesan exactamente en un vial de vidrio de 11 mL con una tapa de PTFE. Se
agregan 10 mL de la mezcla de solventes n-hexano: acetona (1:1 v/v) en cada
vial y se procede con la extraccion en una bafio ultrasonico abierto. Cuando la
extraccion se completa, se transfiere cuantitativamente el sobrenadante a un
vial prelavado y se preconcentra a 1 mL siguiendo el mismo procedimiento
descripto anteriormente, en la extraccion por Soxhlet. La posicion de los viales

en el bano ultrasénico y el tiempo de sonicaciéon son optimizados previamente
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en forma univariante. Los resultados obtenidos para las cinco posiciones
evaluadas no mostraron efectos significativos (p >0.05). Los tiempos de
sonicacién probados (5, 15, 20, and 30 min) indicaron que 30 min (p <0.05) es

el valor 6ptimo para la extraccion.

2.3.4. Condiciones experimentales para el analisis por GC-MS.

La cuantificacion de PAHs en los extractos obtenidos se lleva a cabo
mediante un analisis por GC-MS. Las condiciones operativas son: He como gas
portador, columna capilar HP-5MS (30m X 0.25 mm x 0.25 ym) con un caudal
de 1 mLmin™"; el detector de impacto electrénico trabaja a 70 eV. La
temperatura de la fuente de iones y la linea de transferencia al espectrometro
de masa se mantienen a 180 °C y 290 °C respectivamente. El programa de
temperaturas usado es: temperatura inicial de la columna, 80°C, mantenida
durante 1 min, luego una rampa de 10°C/min hasta 260°C, también mantenida
durante 1 min. El inyector se programa a 250°C y trabaja en el modo “splitless”,
inyectando 2 pL. Los siete PAHs identificados se determinan utilizando el modo
SIM (selective ion monitoring). EI monitoreo de iones se selecciona de acuerdo
a las recomendaciones de EPA [11]. La cuantificacion se realiza utilizando
cinco puntos de calibracion (concentraciones: 0.02; 0.2; 2; 10 and 20 ug/mL de
la solucion de mezcla de PAHs), empleando como estandar interno Acey. La
adquisicion de datos se realiza con el software Chemstation (Agilent Ltd, USA).
Las rectas de regresion obtenidas poseen coeficientes de correlacion entre 1y
0,9998. El andlisis de la varianza (ANOVA) realizado y los limites de deteccion

se calculan con el software ULC [19]. La Figura 1 presenta los cromatogramas
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tipicos de los extractos de los materiales de prueba obtenidos con los dos

métodos de extraccion estudiados.
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Figura 1: Perfiles cromatograficos tipicos de los extractos UAE y Soxhlet
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3. Resultados y discusion

3.1. Evaluacion de Ila veracidad

Esta evaluacion involucra la estimaciéon del sesgo en términos de
recuperacion y la estimacion del sesgo constante, debido a que las muestras

de prueba contienen analito nativo.

3.1.1. Evaluacién de las recuperaciones

En principio, se comparan los valores de recuperacion de cada método
respecto de los criterios de aceptacion de la EPA [20]. Luego, se investiga la
normalidad de los datos, la presencia de valores anomalos y la
homocedasticidad de los mismos aplicando una serie de tests estadisticos (test
de Grubbs, simple y doble, test de Shapiro-Wilk y test de Levene). Después de
verificar las condiciones antes mencionadas, debido a que el antraceno vy el
pireno no presentaban homocedasticidad, se modifica a 65% el valor minimo
de aceptacion recomendado por EPA. Posteriormente, se calcula el ANOVA

para comparar la semejanza de los niveles de fortificacion. Los resultados de

este analisis se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: ANOVA de la comparacién entre niveles de fortificacion

Analito Soxhlet UAE
ANO.VA E t ANO.VA E t
(entre niveles) (entre niveles)

Naftaleno NS (p>0,18) 0,71 10,00 S (p<0,01) N/A | N/A
Acenafteno S (p<0,01) N/A N/A S (p<0,01) N/A N/A
Antraceno NS (p>0,60) 0,90 9,00 S (p<0,01) N/A N/A
Fenantreno S (p<0,02) N/A N/A NS (p>0,16) 0,96 | 0,72
Fluoranteno NS (p>0,3) 0,73 8,75 S (p<0,01) N/A N/A

Pireno S (p<0,01) N/A N/A S (p<0,05) N/A | N/A
Criseno NS (p>0,65) 0,94 3,30 NS (p>0,67) 0,81 | 6,00
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Como se observa en la Tabla 3, sélo ciertos analitos presentan valores

de recuperacion comparables entre los tres niveles de fortificacion. Para estos

casos, se calcula la recuperacion global, R, a partir de la siguiente expresion:

R -=3 YR (1)

donde R, es la recuperacion media para cada analito, en cada nivel de

fortificacién y para cada método de extraccion.

Por otro lado, teniendo en cuenta que los valores de recuperacion para
todos los analitos no son comparables a los tres niveles fortificados, no es
posible simplificar la evaluacion de la veracidad, en términos de recuperacién

global. Por lo tanto, para realizar esta evaluacion se utilizan los datos

correspondientes a los valores de recuperacion media, R,y se aplican los

respectivos test de significacion estadistica para comprobar si Edifiere del

valor tedrico del 100% de recuperacion (Ec. 2).

[Ei - 1] < tazg ﬂ(ﬁ,») (2)

donde y(ﬁ) es la incertidumbre asociada a cada recuperacion media y tq2,g €S
el valor tabulado del estadistico t para una prueba de dos colas con los grados
de libertad(gl) asociados a u(ﬁ) Si se cumple la expresion (2), el valor de E

no difiere significativamente de la recuperacién del 100% para el nivel de

significacién a elegido.
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La u(ﬁ) se calcula a partir de los diferentes términos de la varianza:

repetitividad, S2yla varianza entre series, SZ,,;,.. €n las condiciones intermedias

de precision bajo las cuales se desarrolla el estudio:

()= S Sy )

n es el numero efectivo de réplicas que resulta después de aplicar el criterio de
aceptacion y eliminar datos andmalos, y p=2 es el numero de series
ensayadas.

Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Los valores de t experimentales que estan resaltados en la Tabla 4, son
mayores que el valor z= 1,96 (tabulado para dos colas y a=0,05). Esto significa
que las recuperaciones obtenidas con ambos métodos de extraccién que tienen
valores inferiores al 86% (excepto para el caso del criseno cuando se realiza la
extraccion empleando el método UAE en los dos niveles mas bajos de
concentracion), deben ser utilizadas para corregir los resultados de las futuras

muestras de rutina.
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Table 4: Resultados de las recuperaciones a distintos niveles de concentracién y

sus incertidumbres asociadas.

Soxhlet UAE

O I A I I CCO I
Chivel de fortificacion(Hg kg™)= 100
Naftaleno 0,73 2,210° 571 0,86 8,110° 2,99
Acenafteno 0,74 4710° 3,80 0,65 0,8 10° 13,45
Antraceno 0,86 1,6 10° 3,50 0,99 0,6 10° 0.42
Fenatreno 0,92 1,2 10° 1,90 1,00 3,710° 0
Fluoranteno 0,71 1,9 10° 6.45 0,93 3,410° 1,22
Pireno 1,03 0,4 107 1,50 0,72 6,0 107 3,51
Criseno 0,96 24107 0,82 0,80 14,1107 1,54
Chivel de fortificacion(Hg kg')= 3000
Naftaleno 0,67 0,9 10° 10,81 0,73 17,0 10° 2,08
Acenafteno 0,95 3,310° 0,86 1,10 7,510° 1,15
Antraceno 0,92 2,110° 1,74 1,00 0,7 10° 0
Fenatreno 1,01 0,6 107 0,43 1,03 10,0 10° 0.30
Fluoranteno 0,76 5,8 107 3,16 0,71 7,210° 3,19
Pireno 0,80 3,010° 3,64 0,91 75107 1,04
Criseno 0,95 0,6 107 1,95 0,86 23,0 107 0,92
Chivel de fortificacion(Hg kg')= 20000
Naftaleno 0,73 0,110° 23,38 0,65 4,110° 9,60
Acenafteno 0,93 17,1107 0,53 0,73 11,0 107 2,55
Antraceno 0,89 15,0 10° 0,91 0,65 1,4 10° 9,38
Fenatreno 0,97 0,7 107 1,12 0,90 3,610° 1,66
Fluoranteno 0,69 20,0 107 6,89 0,75 2,310° 521
Pireno 0,65 0.410° 18,0 0,73 2,010° 598
Criseno 0,91 11,0 107 0,86 0,79 9,410° 2,16
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3.1.2. Evaluacion del sesgo constante

Para la estimacion del sesgo constante se aplica el método de Youden
[21]. Se analizan 2 porciones de diferentes masas del PAM (alrededor de 5 y
10 g para el Soxhlet, y 1y 2 g para el UAE) que se someten al procedimiento
analitico con cada uno de los métodos de extraccion estudiados. En ausencia
de sesgo, ambos analisis deben proporcionar los mismos resultados. En este

caso el sesgo se calcula a partir de la siguiente expresion:

n cte _ Tm cte (4)

donde x, y X, son los valores medios de los resultados analiticos obtenidos

cuando se analizaron las cantidades w, y w,, respectivamente, y &, es el

m

sesgo constante que se obtiene aplicando la siguiente ecuacion (5):

5L;e — Wm xn _Wn m (5)
w —-w

La ausencia de sesgo constante se debe verificar estadisticamente,

comprobando que se cumple la inecuacién que se detalla:

d

cte

< t(x/Z,gl 'u(Scte) (6)

donde (5 ) es la incertidumbre de la estimacion del sesgo constante y to2g

es el valor tabulado del estadistico t para una prueba de dos colas con los

grados de libertad asociados a 4 (s ). En el caso que la incertidumbre de la
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pesada sea muy inferior a la incertidumbre de los resultados analiticos (como

generalmente suele ser), ;(5_ ) Se expresa como:

1
w —-w

m n

u(scte ) =

\/(W uen)) + (W, uen) (7)

donde los valores de u(x,) y u(x,) se obtienen a partir de la desviacion

estandar asociada a los valores medios x. Yy X, .

En la Tabla 5 se presentan los valores de los sesgos constantes y sus

respectivas incertidumbres para cada analito y cada método de extraccion.

Tabla 5: Sesgos constantes para cada analito y cada método de extraccion y sus

incertidumbres
Analito Soxhlet UAE
5cte /l(é‘ct(: ) t 5cte ,U (5cte ) t

1 -1 -1 -1

(ug kg™) | (Mg kg™) (ug kg™) | (Mg kg™)
Naftaleno 47 25 1,83 39 21 1,86
Acenafteno 20 11 1,75 4 3 1,46
Antraceno 17 16 0,86 30 16 1,56
Fenantreno 4 5 1,03 1 1 1,80
Fluoranteno 41 22 1,79 33 18 1,78
Pireno 9 6 1,44 10 25 0,39
Criseno 18 10 1,70 53 29 1,79

Todos los valores del estadistico t son menores que el valor critico 1,96
(a= 0,05), por lo tanto el sesgo constante resulta ser estadisticamente no
significativo para los 7 analitos en estudio, aplicando ambos métodos de

extraccion.
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3.2. Incertidumbre de muestras futuras de rutina

Para estimar la incertidumbre de las muestras que se analizaran en el
futuro, se utiliza la informacion obtenida en la evaluacién de la veracidad, la
informacion de la precision intermedia del método y la informacién obtenida en
la evaluacion de la homogeneidad de las muestras de prueba. De acuerdo a lo
descripto por Maroto y col. [22], la incertidumbre de los resultados obtenidos
cuando se aplica cada uno de los métodos a las muestras futuras se calcula

aplicando la siguiente expresion:

[ 2 o) 2 / o) o]
[ (ot (From)? = Fiom ((S&a . 52 Fiom#(c)?  (FhomXcorrtt(R))?
I”-\-CU[T) = ,' 2] _+_ 2 + + 2] + )
\'| Fin R- Ps ng Ps R- R- ®)

3.2.1. Incertidumbre de la falta de homogeneidad, u(F, )

Este término se obtiene a partir de la informacién obtenida en la
evaluacion de la homogeneidad de la muestras de prueba, segun la siguiente

expresion:

siendo RSD, la desviacidon estandar relativa de la falta de homogeneidad, que

hom

se calcula con los datos de varianzas experimentales de homogeneidad

presentados en la Tabla 2, segun la siguiente expresion:
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hom

2
RSD, = S;;m (10)

Se espera que este término, u(F,_, ), no contribuya significativamente en
el balance de la incertidumbre expandida, porque las muestras de prueba son
suficientemente homogéneas, es decir el factor de homogeneidad es
estadisticamente igual a la unidad, F =1. No obstante, en el presente estudio se

calcularon las contribuciones, x(F,,, ), considerando los casos mas

desfavorables para cada nivel del concentracion, es decir utilizando las
mayores varianzas experimentales de homogeneidad de cada nivel de la Tabla
2. Cuando las muestras futuras de rutina presenten homogeneidades diferentes
a las de los materiales de prueba utilizados en la evaluacidén de veracidad, se

debe incluir el real valor de F y cuantificar su incertidumbre asociada.

3.2.2. Incertidumbre asociada a la precision del método,[r""L (R;)]

Este término se calcula utilizando laEc. 3, pero en las condiciones de
precision que se empleen en el futuro, es decir con n (numero de réplicas) y
p=2 (numero de series) ensayadas en la rutina futura. En la Tabla 6 se
presentan los valores de esta contribucion de incertidumbre, calculados para

tres condiciones de precision intermedia (p=1; p=2y p=3).
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Tabla 6.: Contribucion de incertidumbre asociada a la precision del método

Soxhlet UAE
Analito “\TF O\
(] (]
p=1 p=2 p=3 p=1 p=2 p=3
Chivel de fortificacion(MG kg'1)= 100
Naftaleno 11,710%° | 59010% | 39010 | 22510% | 11,210% | 75010
Acenafteno 11,810% | 59010% | 3,9010% 2,50 10 1,2110% | 0,8010%
Antraceno 3,72 10 1,9010% | 1,3010% 1,5210% | 0,7710% | 0,5110%
Fenatreno 3,14 10 1,60 10 1,00 10 81010 | 41210 | 2,70 10
Fluoranteno 6,7210% | 3.4010% | 22010% | 12,110% | 6,4010% | 4,30 10
Pireno 0,90 10 | 0,46 10 | 0,31 10% 7,7410% | 71010 | 4,70 10
Criseno 59310 | 3,0010% | 2,0010% 36,510 18,0 10 12,010
Chivel de forticacion(g kg™')= 3000
Naftaleno 27010 | 13010 | 0,8810% | 36,110 | 17,310% | 11,510
Acenafteno 10,010% | 5,0010% | 3,3010% 25,610 13,510% | 9,0010%
Antraceno 6,40 10 | 3,2010% | 2,2010% 1,76 10° | 0,8810% | 0,58 10
Fenatreno 1,3710% | 0,7310% | 0,4810% 32,410 17,010 11,010
Fluoranteno 18,010% | 9,0010% | 6,0010% | 20,710% | 104 10% | 6,9010%
Pireno 6,24 10 | 31010 | 21010 27,910% 14,010% | 9,2010%
Criseno 2,40 10 1,2010% | 0,8110% | 44110% | 34,010% | 23,010
Crivel de fortiicacion(g kg™')= 20000
Naftaleno 0,40 10 | 0,2010% | 0,13 10% 53310% | 2,64 10% 1,76 10
Acenafteno 48,410% | 24,010 16,0 107 22,510 11,510% | 7,7010%
Antraceno 32,410 17,010% | 11,010% | 3,9710% | 2,0010% | 1,3210%
Fenatreno 2,0810% | 1,0010-> | 0,69 10 15,410% | 7,8010% | 52010%
Fluoranteno 49010% | 2,4010% | 1,6010% | 9,0310% | 45010% | 3,0010%
Pireno 1,0210% | 05110% | 0,3410% 9,8010% | 4,9010% | 3,30 10%
Criseno 22,210 11,010 | 7,4010% 19,6 10° | 15010% | 10,210%

3.2.3. Incertidumbre del sesgo constante, u(8..)

Estas incertidumbres se presentan en la Tabla 5.
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3.2.4. Incertidumbre de la recuperacion, [ (R:)]

Con se menciona en la Seccion 3.1.1., los valores de las incertidumbres
de las recuperaciones individuales de cada analito con cada método de
extraccion se obtienen aplicando la Ec. 3, con los datos de varianzas, numero
de réplicas y numero de series obtenidos en el presente estudio. Estas
contribuciones de incertidumbre asociadas a la recuperacion estan presentadas

en la Tabla 4.

3.2.5. Calculo de incertidumbre expandida

En las Tablas 7 y 8 se presentan las contribuciones de incertidumbre
calculadas anteriormente, los valores de incertidumbre expandida, U (k=2), y
las incertidumbres globales relativas porcentuales para el método UAE vy el
método Soxhlet, respectivamente. Ademas, la Figura 2 muestra las
incertidumbres globales relativas porcentuales para ambos métodos y los
distintos niveles de fortificacion. En esta Figura se observa que los valores de
incertidumbre son mayores para el menor nivel de fortificacion y que la
incertidumbre relativa es similar para los analitos mas volatiles, trabajando con
ambos métodos de extraccién. Para los analitos menos volatiles (pireno y
criseno), se obtienen mejores valores de incertidumbre con el método Soxhlet.
Este método presenta los menores valores de incertidumbre relativa para los
dos niveles mayores de evaluacion.

Por otra parte, en la Figura 3, se representan las contribuciones relativas

porcentuales de cada una de las fuentes de incertidumbre identificadas y
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calculadas. En esta Figura se puede apreciar que la contribucion de
incertidumbre asociada al sesgo constante es significativa y comparable a la
contribucion asociada a la precisién de cada método, para el nivel mas bajo de
fortificacion. Asimismo, se visualiza que a los niveles de evaluacion medio y
alto, la contribucion del sesgo constante no representa una fuente significativa
de incertidumbre.

Respecto a la contribucion asociada a la precision, se observa en las
Tablas 7 y 8, que para ambos métodos y para la mayoria de los analitos, la
incertidumbre global se reduce significativamente al aumentar el numero de
analisis desde p=1 hasta p=3, debido a la disminucion de la contribucion de
incertidumbre asociada a la precisiéon de cada método. Esto ultimo se puede
apreciar en la Figura 4, en la cual se presenta a modo de ejemplo sélo el nivel
medio de fortificacion. Esta reduccion se produce desde el mayor nivel de
fortificacion al nivel mas bajo. Por otra parte, la contribucion de incertidumbre
asociada a la falta de homogeneidad es no significativa para ambos métodos y
para los tres niveles de evaluacion. Esta contribuciéon también resulta no
significativa, aun adicionandole una componente de incertidumbre asociada a

potenciales inestabilidades de los materiales de prueba [por ejemplo:

Uinestabilidad™ ,U(Fhom )]
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2
Analito el (lFn)V | #Ou)” | 2wy | U xU U XU U XU
R _ _ 2 k=2) corr k=2) corr k=2) corr
’ R R’ R (%) (%) (%)
(p=1) (p=2) (p=3) (p=1) (p=1) (p=2) (p=2) (p=3) (p=3)
Cnivel de fortificacion
(1g kg™)= 100
Naftaleno 41110% | 2,0510% | 1,3710% | 27910 5,96 10% 8,92 10" 66 66 60 60 57 57
Acenafteno 1,59 10 | 0,77 10% | 0,51 10 | 52010 % 0,23 10% 1,91 10" 28 28 22 22 19 19
Antraceno 0,15 10% | 0,08 10 | 0,0510% | 2,06 10 0,01 10% 0,56 10" 9 9 8 8 7 7
Fenantreno 0,8110% | 0,4110% | 0,27 10% | 2,06 10 * 2,56 10% 3,70 10" 39 39 37 37 36 36
Fluoranteno 1,21 10 | 0,64 10% | 0,4310” | 2,06 10 % 3,24 10% 3,40 10" 44 44 41 41 40 40
Pireno 2,8810% | 2,6410% | 1,7510% | 3,9810 12,1 10% 11,6 10" 80 80 80 80 77 77
Criseno 3,6510% | 1,8010% | 1,2010% | 2,06 10 8,41 10% 14,0 10" 73 73 68 68 66 66
cnivel de fortificacion
(g kg")= 3000
Naftaleno 11,410% | 54810% | 3,6510® | 2,9110% 8,28 10% 28,7 10% 2,39 10% 80 1,83 10% 61 1,62 10% 54
Acenafteno 2,30 10% | 1,2210% | 0,8110% | 1,5510 % 0,09 10% 6,75 10* 1,09 10% 36 0,87 10% 29 0,77 10% 26
Antraceno 0,16 10% | 0,08 10® | 0,0510% | 1,5510 * 0,01 10% 0,59 10* 0,30 10% 10 0,2410% 8 0,21 10% 7
Fenantreno 2,9210% | 1,5310% | 0,9910% | 1,5510® 2,56 10% 9,00 10* 1,24 10% 41 0,98 10% 33 0,87 10% 29
Fluoranteno 7,34 10% | 3,6810%° | 2,4410% | 3,08 10 6,43 10% 12,9 10% 1,86 10% 62 1,41 10% 47 1,22 10% 41
Pireno 2,5110% | 1,2610% | 0,8310% | 1,5510 % 6,25 10% 6,75 10" 1,13 10% 38 0,88 10% 29 0,78 10% 26
Criseno 3,97 10% | 3,06 10%° | 2,0710% | 1,5510 8,41 10% 20,7 10* 1,56 10% 52 1,43 10% 48 1,29 10% 43
cnivel de fortificacion
(ug kg™')= 20000
Naftaleno 1,27 10 | 0,6310” | 0,4210” | 6,4910 % 10,8 10% 4,00 10 8,18 10% 41 6,42 10% 32 5,73 10% 29
Acenafteno 3,1710” | 1,6210” | 1,08 10 | 4,99 10 * 0,17 10% 8,26 10% 12,6 10% 63 9,89 10% 49 8,74 10% 44
Antraceno 0,89 10” | 0,4510” | 0,3010” | 6,29 10 * 0,02 10% 1,33 10% 6,39 10% 32 4,82 10% 24 4,14 10% 21
Fenantreno 0,6210” | 0,3110” | 0,2110” | 2,66 10 2,56 10% 1,44 10 5,51 10% 28 4,27 10% 21 3,75 10% 19
Fluoranteno 1,14 10 | 0,5710” | 0,38 10" | 4,7210% 5,76 10% 1,64 10 7,22 10% 36 541 10% 27 4,66 10% 23
Pireno 1,38 10 | 0,6910” | 0,46 10 | 4,9910 % 11,7 10% 1,50 10% 7,82 10% 39 5,80 10% 29 4,96 10% 25
Criseno 2,0110” | 1,5410” | 1,0510” | 42610 13,5 10% 6,02 10% 10,2 10% 51 9,26 10% 46 8,12 10% 41




Tabla 8. SOXHLET

(u(R, ).} z : u u U
Analito M (:u(Fhom )) y(dle) xcznrr ) /u(Rl)Z U U U
]?‘ — _ 2 (k=2) xcorr (k=2) xcorr (k=2) xcorr
i R R’ R (%) (%) (%)
(p=1) (p=2) (p=3) (p=1) (p=1) (p=2) (p=2) (p=3) (p=3)
Cnivel de fortificacion
(ug kg')= 100
Naftaleno 41310 | 2,08102 | 1,3710% | 3,6810% | 12,68 10% 4,12 10 83 83 78 78 72 72
Acenafteno 3,9210%” | 1,97 102 | 1,3010% | 3,5810°% | 221 10% 8,58 10" 53 53 45 45 35 35
Antraceno 0,68 102 | 0,3510% | 0,2410” | 26510 | 0,34 10™ 2,16 10% 22 22 19 19 15 15
Fenantreno 0,3110% | 0,610 | 0,0102 | 1,9610% | 2,56 10™ 1,22 10 35 35 34 34 33 33
Fluoranteno 2,6510% | 1,3410% | 0,87 102 | 3,89 10 ® 10,5 10% 3,97 10”" 74 74 70 70 66 66
Pireno 0,0910% | 0,0510%” | 0,03102 | 1,9610% | 0,36 10™ 0,40 10" 14 14 13 13 13 13
Criseno 0,59 10 | 0,30 10 | 0,2010% | 1,96 10 ® 1,00 10% 2,40 10°" 27 27 25 25 22 22
Cnivel de fortificacion
(ug kg')= 3000
Naftaleno 1,2110% | 0,5810% | 0,3910% | 32110 | 15,06 10% 1,86 10% 0,75 10 25 0,56 10% 18 0,28 10%
Acenafteno 0,90 10%® | 0,4510% | 0,30 10% | 1,44 10® 1,21 10% 2,97 10% 0,69 10® 23 0,55 10% 18 0,35 10% 12
Antraceno 0,58 10° | 0,2010% | 0,2010%® | 14410 | 0,2510% 1,89 10% 0,55 10% 18 0,44 10% 15 0,28 10%
Fenantreno 0,1210% | 0,06 10% | 0,0410%° | 14410 | 256 10% 0,49 10% 0,26 10 9 0,22 10% 7 0,14 10%
Fluoranteno 4,8410% | 24310% | 1,6110% | 24910 | 9,16 10% 9,04 10% 1,52 10% 51 1,16 10% 39 0,60 10% 20
Pireno 1,37 10%° | 0,6810% | 0,46 10 22510 % 0,56 10% 4,22 10% 0,85 10% 28 0,66 10% 22 0,41 10% 14
Criseno 0,2210% | 0,1110% | 0,0710% | 1,44 10® 10,0 10% 0,50 10% 0,33 10® 11 0,25 10% 8 0,14 10% 5
Cnivel de fortificacion
(ug kg™')= 20000
Naftaleno 0,56 10”7 | 0,28 107 | 0,910 | 4,8010% | 12,68 10% 0,10 10% 1,63 10% 8 1,24 10% 6 0,64 10% 3
Acenafteno 1,94 107 | 0,96 10” | 0,64 10” | 25610 % 1,21 10% 6,80 10% 10,2 10% 51 8,1 10% 40 5,22 10% 26
Antraceno 1,30 10” | 0,68 10”7 | 0444107 | 25610 | 0,2510% 6,00 10% 8,71 10% 44 7,15 10% 36 4,90 10% 24
Fenantreno 0,0510” | 0,04 10 | 0,03107 | 255610 | 2,56 10% 0,29 10% 1,76 10% 9 1,66 10% 8 1,07 10% 5
Fluoranteno 0,86 10”7 | 0,4210” | 0,2810” | 53810 | 11,11 10% 1,68 10% 6,43 10% 32 4,86 10% 24 2,59 10% 13
Pireno 0,2410” | 0,210 | 0,0810Y | 62510 | 0,88 10™ 0,39 10% 3,36 10 17 2,53 10% 13 1,25 10% 6
Criseno 0,89 10” | 0,44 107 | 0,30 107 | 2,56 10 ® 1,00 10% 4,40 10% 7,29 10% 36 5,93 10% 30 4,20 10% 21
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Figura 2: Incertidumbre relativa (%) para ambos métodos de extraccion (p=3)
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UAE SOXHLET
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Figura 3: Contribuciones relativas de incertidumbre para ambos métodos de
extraccion (p=3)
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4. Conclusiones

Se ha logrado preparar tres materiales de prueba de diferentes niveles
de concentracién, suficientemente homogéneos, que resultan de utilidad e
importancia para evaluar la veracidad y calcular la incertidumbre de dos
métodos de extraccion normalizados diferentes.

El balance de incertidumbre de ambos métodos indica cémo se puede
disminuir significativamente la incertidumbre de ambos métodos, cuando se
amplia el numero de analisis realizados en las condiciones de precision
intermedia de cada método.

A bajos niveles de concentracion, el sesgo constante contribuye
significativamente en el balance de incertidumbre para ambos métodos de
extraccion. Esto demuestra que, cuando se realizan determinaciones analiticas
en niveles de concentracion proximos a los limites de cuantificacion, este sesgo
cumple un rol fundamental en el balance de incertidumbre y debe ser
calculado. Sin embargo, a los otros dos niveles de concentracion estudiados,
este sesgo no representa un efecto significativo en el balance de incertidumbre.

Cabe destacar que, teniendo en cuenta el analisis de la evaluacién
estadistica realizada para cada nivel de concentracion, para cada método
utilizado en el pretratamiento, no se puede calcular una recuperacion global de
manera simplificada, puesto que los resultados de las recuperaciones
obtenidos presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Respecto al analisis comparativo de las incertidumbres globales entre
ambos métodos, se destaca una marcada ventaja del método Soxhlet respecto

del método UAE, cuando se trabaja a los dos niveles mayores de fortificacion.
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En cambio, el método UAE resulta mas ventajoso para cuantificar los analitos

mas volatiles en el nivel de concentracion mas bajo.
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Conclusiones Finales

El estudio y la cuantificacion de la incertidumbre de diferentes procesos
de medicidn quimica representan el eje principal de este trabajo de tesis. Para
llevar a cabo estos estudios se seleccionaron metodologias analiticas aplicadas
rutinariamente en la determinacion de analitos de importancia ambiental. En
todos los casos estudiados, se plantean escenarios desfavorables respecto de
la disponibilidad de referencias de alta jerarquia metrologica (métodos
absolutos, materiales de referencia certificados, métodos de referencia
acreditados).

A continuacion se detallan las conclusiones que se obtienen a partir de

los objetivos enunciados en el Capitulo I:
1. Se desarrolla y presenta una metodologia donde se calcula la incertidumbre
de los resultados obtenidos en la determinacidn de mercurio en aguas
residuales industriales, utilizando la informacién obtenida de un ejercicio de
interlaboratorio disefiado a tal fin. La metodologia propuesta permite alcanzar
los siguientes objetivos:

a) Disefiar y conducir un ejercicio de interlaboratorio con un bajo numero

de laboratorios participantes (>5 laboratorios) y a dos diferentes niveles

de concentracion de mercurio en una matriz compleja.

b) Obtener informacion que resulta de gran utilidad, no s6lo para el

calculo de la incertidumbre asociada a los resultados analiticos

obtenidos en los ensayos de rutina, sino que ademas permite evaluar el

desemperio de los laboratorios participantes.
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La metodologia propuesta requiere del esfuerzo conjunto de los

laboratorios participantes y del laboratorio coordinador del ejercicio
interlaboratorio, pero permite resolver, de manera metddica y rigurosa, la
problematica comun planteada por dichos laboratorios respecto de la
cuantificacion de la incertidumbre de sus resultados y de la valoracion de sus
desempenios individuales.
2. Posteriormente, se presenta y desarrolla una metodologia que permite
calcular la incertidumbre de los resultados obtenidos en la determinacién de
PAHs totales. La metodologia propuesta utiliza la informacion de la evaluacién
de la exactitud de dicho ensayo quimico en un intervalo restringido de
concentraciones de interés regulatorio. De esta forma se logra:

a) Producir un material de referencia en el laboratorio que reune las

caracteristicas de representatividad, homogeneidad, estabilidad e

incertidumbre necesarias para detectar y cuantificar el sesgo del método

analitico, como asi también para evaluar la precision del mismo.

Adicionalmente, el material producido puede ser utilizado en el proceso

de optimizacion de un nuevo método desarrollado en el laboratorio.

b) Calcular la incertidumbre de los resultados y establecer el balance de

incertidumbres de los dos métodos analiticos estudiados (normalizado y

desarrollado en el laboratorio).

c) Establecer que la etapa de sub-muestreo del proceso analitico es la

fuente de incertidumbre mas significativa y recomendar el desarrollo y

aplicacion de procedimientos de validacion de procesos de sub-

muestreo o division de muestras que se practican en los laboratorios de

rutina.
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La metodologia propuesta utiliza la informacion generada en cada

laboratorio, sin requerir de esfuerzos adicionales a los necesarios para cumplir
con el proceso de validacion del método analitico y con el requisito de
estimacion de la incertidumbre de la calibracion y uso de balanzas analiticas.
3. Por ultimo, se estudian la significacion del sesgo y el balance de
incertidumbres de dos procesos de medicidon quimica estandarizados para la
determinacion de hidrocarburos aromaticos polinucleares en muestras de
barros residuales industriales, empleando la técnica GC-MS. Los estudios se
basan en la informacion que se obtiene cuando la exactitud de ambos métodos
se evalua utilizando 3 materiales de prueba, representativos de la matriz real
de rutina y preparados en el laboratorio, con niveles de concentracién de
interés regulatorio. Los resultados de estos estudios permiten concluir que:

a) Los materiales de prueba preparados en el laboratorio son muy utiles

para detectar y cuantificar los sesgos constante y proporcional (en

términos de recuperacion) de los dos métodos estudiados, como asi
también permiten evaluar la precision y cuantificar todas las
contribuciones de incertidumbre de ambos procesos de medicién.

b) Es factible establecer el balance de incertidumbre de ambos métodos

para cada nivel de concentracion. El analisis de estos balances permite

identificar al sesgo constante como la principal contribucién de
incertidumbre para el nivel de concentracion menor (cercano a los limites
de cuantificacion de los laboratorios de rutina).

c) Se puede disminuir significativamente la incertidumbre de Ilos

resultados obtenidos con ambos métodos cuando se amplia el numero
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de analisis realizados en las condiciones de precision intermedia de

cada método (desde p=1 a p=3).

d) El método de extraccion tradicional Soxhlet presenta una marcada

ventaja respecto del método UAE, cuando se trabaja a los dos niveles

mayores de fortificacion de los materiales de prueba. El método UAE
resulta mas ventajoso para cuantificar los analitos mas volatiles en el
menor nivel de fortificacion.

La metodologia presentada puede ser aplicada en los laboratorios de
analisis de rutina para evaluar la exactitud y cuantificar la incertidumbre de sus
resultados. Sélo requiere del esfuerzo adicional de preparar y verificar los
materiales de prueba necesarios para el/los nivelles de concentracion
evaluado/s.

Las conclusiones que surgen de estos estudios aportan informacion
relevante para la seleccion y cuantificacion de la incertidumbre de
metodologias de extraccion y determinacion de hidrocarburos aromaticos
polinucleares (considerados de criterio por la EPA) en muestras de una matriz

compleja como los barros residuales industriales.
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