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Resumen

El mercurio es un metal pesado altamente téxico presente en el ambiente por causas naturales o
antropogénicas. El mercurio contenido en los cuerpos receptores de agua tiende a precipitarse y acumularse
en los sedimentos. Por lo tanto, las mediciones de mercurio en sedimentos representan un buen indicativo de
la calidad del ecosistema.

En este trabajo se presentan las diferentes etapas involucradas en el desarrollo de un nuevo método de
separacién, preconcentracion y medicién de mercurio en sedimentos con contenidos naturales de este
elemento. La separacién y preconcentracién se realizé mediante el uso de nuevos materiales sorbentes
preparados a través del proceso sol-gel utilizando CYANEX 471X (sulfuro de triisobutilfosfina) y CYANEX 301
(acido bis (2,4,4-trimetilpentil) ditiofosfinico) como extractantes de mercurio. Se describe la optimizacion de la
etapa de acoplamiento de los materiales empacados en columna, utilizando un sistema automatizado de
inyeccion de flujo, para conectarla en linea con un espectrometro de absorcion atdmica donde se realizé la
medicion de mercurio por generacion de vapor frio. Como parte importante en el desarrollo de un nuevo
método analitico, se encuentra su validacion, la cual es materia de este trabajo. Por lo tanto, una vez
optimizado, el método fue validado evaluando los siguientes parametros: robustez, intervalo lineal y de
trabajo, limite de deteccidon y de cuantificacion, selectividad, exactitud (repetibilidad y veracidad) e
incertidumbre. El método fue aplicado para la medicion de mercurio en un sedimento de presa con
contenidos naturales de este analito. Los resultados se compararon con los obtenidos mediante
espectrometria de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-MS) y espectrometria de fluorescencia
atémica con generacién de vapor frio (CV-AFS)

1. INTRODUCCION Sin embargo, su costo excesivo los vuelve

inaccesibles para la mayoria de los laboratorios.

El mercurio ha sido catalogado como uno de los
metales pesados mas toxicos que se encuentran en
la naturaleza, siendo las actividades humanas la
principal causa del incremento gradual del contenido
de este metal en el ecosistema.[1]

Con la finalidad de evitar dafios adversos en los
seres vivos, la normatividad internacional en materia
ambiental es cada vez mas estricta. Inherente a
esta accion, surge la necesidad de tener métodos
analiticos con suficiente sensibilidad, que sean
capaces de emitir mediciones confiables y que
satisfagan los limites legales establecidos.

En la actualidad, para el caso particular de mercurio,
ya existen en el mercado instrumentos analiticos
que cumplen con estos requisitos, como son los
espectrometros de masas con plasma
inductivamente acoplado (ICP-MS) [2] o los
espectrometros de fluorescencia atomica (AFS) [3].

Como consecuencia, la espectrometria de absorcion
atémica con sistema de generacién de vapor frio
(CV-AAS), sigue siendo la técnica analitica mas
utilizada para realizar mediciones de mercurio en
diferentes matrices. Una forma de hacer mas
competitiva esta técnica es incrementar su
sensibilidad a través del uso de métodos de
separacion que permitan concentrar al mercurio
antes de llegar al sistema de deteccion. Con este
fin, se desarrolld6 un nuevo método de
preconcentracion, utilizando extraccién en fase
sélida, mediante el uso de columnas empacadas
con un material sorbente de nueva creacién. Este
material fue preparado a través del método sol-gel,
lo cual permitié atrapar moléculas de extractantes
selectivos al mercurio dentro de su estructura. Los
compuestos extractantes estudiados fueron el
CYANEX 471X (sulfuro de tri-isobutilfosfina) y el
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CYANEX 301
ditiofosfinico).
Al desarrollar un nuevo método analitico, es
imperante conocer su desempefio para evaluar si
esta cumpliendo con los requisitos para lo que fue
creado [4]. En este trabajo se presenta el proceso
de validacién del método analitico desarrollado,
para lo cual se hace una descripcion de la forma
como fueron evaluados los siguientes parametros:
intervalo lineal y de trabajo, limite de deteccion y de
cuantificacion, exactitud (repetibilidad y veracidad),
robustez e incertidumbre. Con la finalidad de
identificar mas facilmente los parametros de
influencia en el proceso de medicion, se presenta
una descripcidn breve de la preparacién del material
sol-gel y del desarrollo del método, parte de lo cual
ya fue presentado previamente [5].

(&cido bis  (2,4,4-trimetilpentil)

2. DESARROLLO EXPERIMENTAL
2.1 Lavado del material

Todo el material de laboratorio utilizado fue lavado
con HNO; al 10% y enjuagado con agua
desionizada de acuerdo con el procedimiento
establecido en el Area de Metrologia de Materiales
[6].

2.2 Reactivos

Acidos de alta pureza: HCI 37 % (Aldrich, 99,999
%), HNO3 65 % (Aldrich 99,999 %). La disolucion de
NaBH, (Aldrich, 98 +%) se preparé diariamente
disolviendo una cantidad apropiada de la sal en
NaOH 0,05 % (J.T. Baker 98,6 %). Tetraetoxisilano,
TEOS (Aldrich 99 %) HF grado reactivo (J.T. Baker),
alcohol etilico, grado reactivo (Aldrich)

2.3 Materiales de Referencia

DMR-110b, Disolucion espectrométrica de mercurio,
(1010,5 + 8,0) mg L™ de Hg en HNO; 2%, certificado
por el CENAM, México.

SRM 2709, San Joaquin Sail, (1,40 £ 0,08) mg kg'1
de Hg, certificado por el National Institute of
Standards and Technology (NIST), EUA.

GSD-9 y GSD-11, Sedimento de alcantarilla, valores
de referencia para Hg: (0,083 y 0,072) mg kg
respectivamente, elaborado por el Institute of
Geophysical and Geochemical Exploration, China.

2.4 Equipo

Sistema de preparacién de muestras por
microondas, modelo MDS-2100, marca CEM.

Espectrometro de absorcién atdomica, marca Perkin
Elmer, modelo 5100zl, equipado con un
automuestreador AS90 y un sistema de analisis por
inyeccion de flujo, modelo FIAS 400, que incluye
dos bombas peristalticas y una valvula de 5 puertos
dentro de su configuracion.

Espectrometro de masas de alta resolucién con
plasma acoplado por induccion (ICP-MS), modelo
Element marca Finnigan Mat.

Espectrometro de fluorescencia atémica con
generacion de vapor frio (CV-AFS), modelo
Millennium Merlin System, marca PS Analytical,

25 Preparacion del material sol-gel

En esta seccién se sefiala la forma de preparacion
del material sol-gel bajo condiciones oéptimas. El
proceso de evaluacidon de los diferentes factores
que afectan el desempefio del gel se presenta mas
ampliamente en otro trabajo [7].

La preparacion de los geles se realizé con base en
el procedimiento descrito por Khan y col. [8]. Se
mezcld6 el TEOS con un exceso de agua
desionizada, se agregaron 25 mL de una disolucion
etandlica del extractante (CYANEX 301 o CYANEX
471X) en presencia de 0,001 mol L™ de catalizador
(HF). La mezcla se agit6 en un bafo ultrasoénico
durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo, se dejo
en reposo hasta que se observo la formaciéon del
gel. El gel se dejé6 madurar y secar a temperatura
ambiente hasta obtener peso constante. Una vez
seco, el xerogel se molié y se tamizé a un tamafio
de particula entre 100 y 250 ym. Finalmente, se
pesaron 0,1 g del material y se empacaron en una
columna de silicon de 4 cm de longitud y 5 mm de
diametro interno. En los extremos de la columna, se
colocaron discos de papel filtro y fibra de vidrio, para
evitar pérdidas del material.

2.6 Digestion de muestras

Por las caracteristicas volatiles del mercurio, la
digestion de las muestras de sedimento se realiz6
mediante un sistema cerrado utilizando energia de
microondas. Se aplic6 el método EPA 3051
“Microwave Assisted Acid Digestion of Sediments,
Sludges, Soils and Qils”. Para tal efecto, se pesaron
0,25 g del sedimento, se adicionaron 5 mL de HNO;
de alta pureza y se procedioé a la digestion. Una vez
terminado el proceso, las muestras se dejaron
enfriar a temperatura ambiente, se filtraron y se
diluyeron a 100 mL (o 100 g) con agua desionizada.
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2.7 Sistema de preconcentracion

La columna, que contiene el material sol-gel, se
acopld en linea con el espectrometro de absorcion
atémica con ayuda del FIAS 400. El diagrama
esquematico de la configuracion de la valvula de 5
puertos, modificada para la preconcentracion de
mercurio en linea se presenté en un trabajo previo

[5]-
3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros evaluados durante el proceso de
validacion fueron: robustez, limite de deteccion y de
cuantificacion, intervalo lineal y de trabajo,
selectividad, exactitud (repetibilidad y veracidad) e
incertidumbre.

3.1. Robustez

Las pruebas de robustez del método se realizaron
durante la etapa de optimizacion. Se identificaron
los siguientes factores de influencia, los cuales se
estudiaron en el intervalo sefalado: flujo de argoén
(50-250 mL min™"), concentracion del eluyente (0,4 a
9 mol L"), flujo de eluyente y reductor, determinado
por la velocidad de la bomba peristaltica (20-120
rpm), tiempo de preconcentracién (30-180 s), tiempo
de elucién (5-30 s) y estabilidad de la columna (100
ciclos de uso). Con la finalidad de obtener un
maximo en la sefal de absorbancia del mercurio,
ademas de tener picos bien definidos, se disefd el
experimento variando un factor a la vez. Cada factor
estuvo compuesto de al menos 6 diferentes niveles.
Las condiciones Optimas de analisis se obtuvieron
con los parametros sefialados en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones experimentales éptimas

Factor Valor
Flujo de argén 100 mL min”'
Conc. HCI 2 mol L
Velocidad de bomba
peristaltica 100 rpm
Tiempo de
preconcentracion 90 s
Tiempo de elucién 5s
Ciclos de uso 100
3.2. Limite de deteccion (L.D.) y de

cuantificacién (L.C.)

Puesto que el principal objetivo del desarrollo de
este método, es poder medir concentraciones de
mercurio al nivel de trazas, es de primordial
importancia conocer el limite de deteccion y de
cuantificacion. Para evaluar estos parametros se
consideraron las siguientes expresiones:

L.D.=y, +3s, (1)
LC.=y, +10s, )

Donde y_b representa el promedio de las

mediciones del blanco y S, es la desviacion

estandar de las mediciones del blanco [4].

Se prepararon 10 blancos independientes,
colocando 5 mL de HNO; en cada vaso de
microondas y se sometieron al mismo proceso de
digestidon y preparacion que las muestras. Se midio
la sefial de absorbancia en cada uno de ellos (altura
de pico) y mediante el uso de la funcion de
calibracién, se transformaron los valores de
absorbancia en unidades de concentracion.

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos
en funcion del extractante estudiado. Los L.D. y L.C.
se calcularon en las disoluciones acuosas (ng L) y
en el sedimento (ng g™'), involucrando la cantidad de
sedimento utilizada para la digestion y el volumen
final de aforo.

Tabla.2 Limite de deteccion y cuantificacion

L.D. L. C.
ng L’ ng g'1 ng L’ ng g'1

Extractante

CYANEX 301 33 13,2 66 26

CYANEX 471X 24 9,6 55 22

3.3. Intervalo lineal (I.L.) y de trabajo (I.T.)

Estos parametros se estudiaron utilizando blancos
(HNO; 5 %) y disoluciones de mercurio de
diferentes concentraciones (0,05 - 3 ug L‘1),
preparadas a partir de diluciones del material de
referencia DMR 110b. Cada una de las disoluciones
se pasd6 a través de la columna de
preconcentracién, bajo condiciones previamente
optimizadas. Se obtuvo la sefal de absorbancia
(altura de pico) y se grafico vs la concentracion de
mercurio. A los datos colectados se les aplicé un
analisis de varianza (ANOVA) y de residuales para
definir el intervalo donde los datos se ajustan mejor
a una funcion de calibracion lineal. De esta forma,
se obtuvieron los datos incluidos en la Tabla 3.
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Tabla 3. Intervalo lineal y de trabajo

Extractante l'L_1 I'T'_1
Mg L Mg L
CYANEX 301 0,1-2 0,066 - 2
CYANEX 471X 0,1-3 0,055- 3

Es importante sefalar que no se evaluaron
concentraciones mayores de 3 ug L7, ya que éstas
pueden ser medidas con suficiente confianza por
CV-AAS sin requerir un sistema de
preconcentracién adicional. En cuanto al intervalo
de trabajo, en su limite inferior se consideré el limite
de cuantificacion [4].

3.4 Selectividad

Se estudio el efecto de los siguientes iones: Cr(lll)
Ni(ll), Cu(ll), Pb(ll), As(V), Fe(lll), Co(ll), Zn(ll),
Na(l), Mg(ll), Al(l, K() y Ca(ll). Los interferentes
fueron adicionados individualmente a una disolucién
de 0,5 ug L de Hg(ll) en HNO3; 5 %. Se procedi6 a
pasar cada una de las disoluciones por el sistema
de preconcentracién y, las sefales de absorbancia
obtenidas fueron comparadas contra las de una
disolucion de Hg(ll) de la misma concentracion sin
interferentes. Estos valores de absorbancia se
utilizaron para calcular la respuesta relativa. En la
Tabla 4, se incluyen los iones estudiados, la relacion

[Ion]/[Hg], asi como la respuesta relativa (%),
para los geles con CYANEX 301 y 471X.

Tabla 4. Evaluacion de la selectividad del método

Respuesta relativa (%)
lon Relacion [lon)/[Hg] Gel Gel

CY 301 | CY 471X
As (V) 100 100 100
Cr (Il 600 130 133
Pb (1) 600 180 100
Ni (11) 800 100 100
Co(ll) 1500 100 100
Zn(ll) 2500 140 128
Cu (I) 6000 100 123
K(l) 2,5x10° 112 85
Mg(ll) 5x10° 72 43
ca(ll) 5x10° 58 34
Fe(lll) 7x10° 154 220
Na(l) 1x10° 109 38
AI(IN 1x10° 58 34

3.5. Exactitud
Para determinar la presencia de efectos aleatorios
y/o sistematicos en los resultados obtenidos para la

determinacion de Hg(ll), utilizando el método de
preconcentracion, se evaluaron la precision
(repetibilidad) y la veracidad como parametros de
validacion.

3.5.1 Repetibilidad

La precision del método de preconcentracion de Hg,
se determind en términos de repetibilidad. Se evalu6
realizando 10 mediciones de cada una de las
disoluciones de 0,5y 1,0 ug L de Hg en HNO; 5 %.
Los resultados se presentan en la Tabla 5
expresados como coeficiente de variacion (%CV),
para cada uno de los geles empleados como medio
de preconcentracion.

Tabla. 5. Evaluacion de la repetibilidad

Hg | CYANEX 301 | CYANEX 471X
(ngL™) % CV % CV

05 1.04 15

1,0 0,83 1.8

3.5.2 Veracidad

La veracidad del método desarrollado se evalué
midiendo el contenido de mercurio en materiales de
referencia.

Los resultados obtenidos se compararon contra los
valores certificados (o de referencia). Cabe sefalar
que para el gel con CYANEX 301 se utilizo el
método de cuantificacion mediante calibracion
externa, sin embargo, para el CYANEX 471X fue
necesario aplicar la calibracién analitica por adicion
de patrén. En la Tabla 6 se presentan los resultados
encontrados, incluyendo el porcentaje de
recuperacion (% R) y los valores obtenidos al aplicar
el método a una muestra real de un sedimento,
colectada de la presa “El Centenario” ubicada en
Tequisquiapan, Qro. Para obtener el %R en la
muestra real, se adicionaron cantidades conocidas
de mercurio a la muestra (0.2 y 0.4 pg/L de Hg).

Los valores se presentan como el promedio de 3
mediciones independientes y su desviacion
estandar. Al aplicar una prueba t para la
comparacion por pares de los valores obtenidos con
el método desarrollado contra los valores de
referencia, se concluyé que no hay diferencia
significativa entre ellos, a un nivel de confianza del
95%.

También se compararon los resultados obtenidos
mediante el método propuesto contra los
encontrados utilizando técnicas analiticas
alternativas como son ICP-MS y CV-AFS. Los
resultados se encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 6. Evaluacion de la veracidad del método

Muestra Valor Certificado Gel-CY 301 Gel-CY 471X
mg kg'1 de Hg
Valor Medido % R Valor Medido % R
mg kg™ de Hg mg kg™ de Hg
SRM 2709 1,40 + 0.08 1,39 + 0,05 99,3 1,40 + 0.03 100,3
GSD-9 0,083* 0,085 + 0,001 102,9 0,079 + 0.002 95,4
GSD-11 0,072 0,075 + 0,004 104,6 0,075 + 0.001 104.,4
Sed. de Presa - 0,047 + 0,003 104,0 0,049 + 0.003 98

* Valores de referencia

Tabla 7. Evaluacion de la veracidad del método utilizando técnicas analiticas alternas

-1
Muestra — mg kg_de Hg
Valor Certificado ICP-MS CV-AFS
SRM 2709 1,40 £ 0.08 1,36 £ 0,05 1,44 £ 0,02
GSD-9 0,083* 0,082 + 0,011 -
GSD-11 0,072* 0,075+ 0,010 -
Sed.de Presa - 0,049 + 0,006 0,051 + 0,003

* Valores de referencia
3.6 Incertidumbre

La evaluacion de la incertidumbre se realizé6 de
acuerdo a lo recomendado en la Guia EURACHEM
Quantifying uncertainty in analytical measurement
[9]. Se considero el siguiente modelo matematico:
Oy = (0, —w)* fey, * fd*f > f

©)

sesgo

En la tabla 8, se presenta el significado de cada uno
de los simbolos y se resume su contribucién en la
incertidumbre de la fraccion de masa de Hg (wyg)
medida en la muestra de sedimento de presa,
aplicando el método de preconcentracion
desarrollado, utilizando el extractante CYANEX 301.

Ci=(0y/0x;). Se aplico un tratamiento similar

para el extractante CYANEX 471X. Esta informacion
se representa graficamente en la Figura 1, donde se
observan diferencias importantes entre los dos
extractantes estudiados, atribuyéndolas
principalmente al método de cuantificacién utilizado.
Para el CYANEX 471X, se observa que la
contribucion principal a la incertidumbre, se debe a
la determinacion de la fraccion de masa de Hg en la
muestra (wy) a través de adiciones de patron. En la
Tabla 9, se presenta la incertidumbre expandida
para la medicion de la fracciéon de masa de Hg en la
muestra, para cada uno de los extractantes.

Se incluye la incertidumbre estandar, u(xi), la Tabla 9. Incertidumbre expandida
incertidumbre estandar relativa u(xi)/xi y los Extractante Whq, mg/kg | U (k=2)
coeficientes de sensibilidad, Ci, calculados a partir CYANEX 301 0,047 0,006
de la derivada parcial del modelo matematico, con CYANEX 471X 0,049 0,018
respecto a cada una de las \variables,
Tabla 8. Valores e incertidumbres utilizando el extractante CYANEX 301
Simbolo Fuente de incertidumbre Valor u(xi) Unidades | u(x)/x Ci
WX Fraccion de masa de Hg en una muestra | 0,00014 |0,000002 | mg/kg 0,01692 | 428,72318
wB Fraccién de masa de Hg en el blanco 0,00003 |0,000001 | mg/kg 0,02838 | -428,72318
fc Factor de correccion x deriva 1,00875 | 0,02438 - 0,02417 | 0,04694
fd Factor de dilucién 425,00322| 3,03975 - 0,00715 | 0,00011
frep Factor por repetibilidad 1,00000 | 0,04071 - 0,04071 | 0,04735
fsesgo Factor por sesgo 1.00000 | 0.03246 - 0.03246 | 0.04735
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fsesgo

frep

fd H
. =
wBE\

O Cy 471X
= CY301

0 0.002

0.004
u(y, xi) x 1000

0.006 0.008 0.01

Figura 1. Contribucion a la incertidumbre en la medicion de Hg en sedimentos. u(y, x;) = (0y/0X;)-u(X;)

4. CONCLUSIONES

La validacion del método desarrollado permitié
conocer el desempefio del método a través de los
parametros evaluados.

Los limites de deteccién alcanzados con el método
propuesto, son comparados de manera favorable
con lo reportado en la literatura para otros métodos
de separacion y preconcentracion.

Al utilizar el extractante CYANEX 471X se obtiene
mayor incertidumbre debido a que la cuantificacion
del contenido de mercurio en la muestra se hizo
aplicando la adicién de patron. Esta contribucion se
puede disminuir, incrementando los puntos de
adicioén y su proporcion con respecto al contenido de
Hg en la muestra problema.

A partir de la validacién del método, es posible decir
que el método de preconcentracion permite medir
de manera confiable el contenido de mercurio en
sedimentos con niveles naturales de este metal
(<0,1 mg/kg).
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