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Resumen

El objetivo de esta investigacion es presentar la aplicacidn de la estadistica inferencial para los resultados de la
remocion de los metales cadmio, arsénico, plomo y mercurio, por medio de la actividad quelante de los acidos
fulvicos, extraidos de un carbén tipo lignito y aplicados como tratamiento en aguas congénitas. Los datos reco-
lectados pertenecen a las tres formas de extraccion acida, correspondientes a soluciones de 2 % p/vy 0,8 % p/v
de acido fulvico extraido, liofilizado y aplicado a las aguas congénitas. Asimismo, la data seleccionada correspon-
de a nivel experimental y se analizan por medio del software estadistico IBM SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) Statistics 22. Inicialmente, se realiza la prueba de distribucién normal; sin embargo, se presenta
informacion (tipo grafico Q-Q) que demuestra que existen datos de tipo no paramétricos. Posteriormente, se
aplica una prueba de varianza que concluye que si hay remocion de metales pesados teniendo el resultado de
las mediciones de la cantidad inicial y después del tratamiento. Finalmente, haciendo uso de la prueba de com-
paracién por pares de Mann Whitney, se llega a la conclusion de que el acido fulvico, después de ser liofilizado,
preparado al 2 % p/v y aplicado en aguas congénitas, logra la remocién de cadmio, arsénico, plomo y mercurio.

Palabras clave: distribucion normal, paramétrico, pruebas de significancia, solucion, varianza

Abstract

The objective of this research is to present the application of inferential statistics for the results of the removal
of metals: cadmium, arsenic, lead and mercury, through the chelating activity of fulvic acids, extracted from
lignite-type coal and applied as treatment in congenital waters. The data collected belong to the three forms ex-
traction fulvic acids, corresponding to solutions of 2% w/v and 0.8% w/v of fulvic acid extracted, lyophilized and
applied to congenital waters. Likewise, the selected data corresponds to the experimental level and is analyzed
by means of the statistical software IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Statistics 22. Initially,
the normal distribution test is performed, however, information is presented (in Q-Q graph type) that demons-
trates that there are non-parametric data. Subsequently, a variance test is applied, which concluded that there
is removal of heavy metals having the result of the measurements of the initial quantity and after the treatment.
Finally, using the Mann Whitney pairwise comparison test, it is concluded that fulvic acid, prepared at 2% w/v
and applied in congenital waters, removes the metals cadmium, arsenic, lead and mercury.
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Introduccion

Los acidos fulvicos y humicos se definen como
compuestos y se caracterizan por presentar una
capacidad quelante. Cuando se revisan diferentes
investigaciones, se encuentran estudios y demos-
traciones sobre los acidos humicos, puesto que
tienen mucha importancia debido a las funcio-
nes que pueden ejercer en la disponibilidad de
nutrientes al actuar como agentes quelantes o
acarreadores de cationes, de modo que ayudan a
la recuperacién de los suelos cuando hay alguna
pérdida de concentracién de un metal (Vasquez,
2013).

Por otra parte, las sustancias humicas, en gene-
ral, forman sales con diferentes metales. La ma-
yoria de investigaciones se centran en metales
tipo alcalinos y alcalinotérreos debido a su valor
nutricional para las plantas. Este compuesto, que
es sintetizado de forma natural, tiene su accién
guelante comprobada en la remocién de meta-
les pesados en aguas congénitas, pero no se han
desarrollado aplicaciones de analisis estadisticos
gue permitan hacer una comparacién o evaluar la
eficacia de la remocién del metal en el agua con-
génita, al usar como tratamiento los acidos hu-
micos; a su vez, tampoco se explica la posibilidad
de que los acidos fulvicos contengan otras alter-
nativas para tratar este tipo de aguas (Garavito y
Berdugo, 2014).

En el caso de los acidos fulvicos se forman sales
llamadas fulvatos, utilizadas para entender cémo
es la interaccién del acido fulvico-metal; aqui se
haya que el complejo formado es un quelato en
el que el enlace con el ion metdlico ocurre entre

un grupo carboxilico y un grupo OH fendlico de la
estructura del acido fulvico (Melo, 2006).

Mientras tanto, para la extraccién de estos poli-
meros se usan disoluciones alcalinas en las que
se disuelven acidos humicos y fulvicos y que de-
jan en forma insoluble las huminas. El método de
separacion mas comun describe que al agregar
hidréxido de sodio se obtienen como sedimento
las huminas y como sobrenadante los acidos ful-
vicos y humicos. Seguido a esto, se utiliza acido
sulfurico para obtener de forma sélida los acidos
hdmicos y como sobrenadante los acidos fulvicos,
de lo cual resulta una solucién acida (Jiménez y
Pefiuela, 2013). En este caso, este estudio usa
acido sulfurico, pero no describe el porqué de la
seleccion de este, teniendo en cuenta que en otra
investigaciéon de la misma linea de la Universidad
de Ciencias Aplicadas y Ambientales se usé aci-
do clorhidrico (Sanchez, 2012). Por lo anterior, la
presente investigacion revisa la necesidad de eva-
luar la extraccion mediante el uso de diferentes
acidos. Una forma de asegurar el éxito de estas
extracciones y la separacion correcta del acido
fulvico (que es el objetivo) del acido humico, es
por medio del uso de mallas de sesenta (60) y
ciento veinte (120) micras, sumado a tiempos de
extraccion de hasta seis (6) horas; lo anterior es
lo mas recomendable para asegurar una correcta
separacion de las dos (2) sustancias (Vasquez et
al., 2019).

Los quelatos de acidos fulvicos son ese tipo de
compuestos que se definen como una molécula
orgdnica que ancla o liga un metal; estos pue-
den hallarse de forma independiente y su aso-
ciacion es estable debido a que la carga positiva
del catidn neutraliza la molécula orgdnica (otor-
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gandole carga cero). Al mismo tiempo, se busca
formar una estructura heterociclica debido a que
los cationes metdlicos son ligados en el centro de
la molécula; esta molécula organica protege al
quelato de otras reacciones como lo son la 6éxi-
do-reduccion o la precipitacion. De acuerdo con
la teoria, todo cation, que es polivalente, puede
formar quelatos. Asimismo, la aplicacion organica
tiene muchos usos: no solo la funcion de formar
el quelante, sino también de ser un enmascarante
o protector para reacciones (Stanley, 2007, p. 8).

Por su parte, los acidos fulvicos se encuentran
en mayor proporcidon en un carboén lignito; este
ultimo es un tipo de carbén muy abundante que
posee mayor poder calorifico que la turba, un co-
lor negro o pardo (de menor rango que el negro)
y una estructura lefiosa o fibrosa. Ademas, tiene
una elevada humedad y materia volatil y al lignito
negro se le denomina también "carbdn subbitu-
minoso" (Sanchez, 2012) —una de las empresas
gue suministra este tipo de carbdn es Biotropic
Ltda., proveniente de una mina de carbdn, situa-
da entre los departamentos de Boyaca y Santan-
der (Colombia)—.

Desde otro punto de vista estdn las aguas congé-
nitas: son un subproducto de la extraccién del pe-
troleo, estas aguas contienen cerca de 104 pg/L
de plomo, pg/L de cobre, 150 pg/L de cromo y
otros metales como: arsénico, cadmio, cobalto,
mercurio, molibdeno y niquel; muchos de ellos
no son caracterizados, por lo que es necesario
conocer su valor, en especial los que son objeto
de esta investigacién. Las aguas congénitas son
saladas ya que contienen sales disueltas en for-
ma de cloruros como el cloruro de calcio, sodio
y algunos bicarbonatos (Martel et al., 2016, p.
463). La cantidad de metales pesados, a pesar de
ser bajos, causan enfermedades y dafios a la vida
(Méndez y Nava, 2011, p. 140). También son ma-
teriales bioacumulables, esto se presenta debido
a que aproximadamente el 80 % de esta agua se
reinyecta a un pozo, lo cual provoca cambios y da-
fos al ecosistema y a la vida; mientras tanto, el

resto del agua se almacena en un contenedor a la
qgue se le hace una serie de andlisis con el fin de
caracterizarla.

Pasando a otro punto de vista, se tiene a la esta-
distica. Este campo de estudio se divide en dos
ramas: analisis descriptivo y analisis inferencial.
Una inferencia es la elaboracién de conclusiones a
partir de las pruebas que se realizan con los datos
obtenidos de una muestra. Mientras tanto, la es-
tadistica descriptiva es una forma de representar
los datos primarios segun la tendencia. La inte-
gracion de la estadistica en los analisis de ensayos
o experimentos cientificos permiten inferir sobre
el analisis de la informacion a estudiar, porque fa-
cilita comparar datos por medio del uso de prue-
bas estadisticas, lo que conducird a conclusiones
confiables (Veiga et al., 2020, p. 97).

Ahora bien, cuando se tienen datos es necesario
realizar pruebas de distribucion normal para cla-
sificarlos en paramétricos y no paramétricos. Si
son paramétricos, se aplicardn pruebas de esta-
distica inferencial para deducir en una poblacidn
0 muestra de acuerdo con una formulacién de hi-
potesis. Por su parte, si son no paramétricos, se
deben aplicar a los casos en los que las variables
no se ajusten a modelos tedricos.

Respecto a lasignificancia, se encuentra unasigma
de 0,05, valor perteneciente al 95 % de confianza.
En otras palabras, se debe contrastar si la hipdte-
sis nula es confirmada en la media de la muestra
o si se confirma la alternativa, teniendo en cuenta
el valor critico de la prueba. Es importante tener
clara la variable que se esta analizando para la co-
rrecta aplicacion de este tipo de pruebas de signi-
ficancia (Silvestre y Sdnchez, 2016, p. 509; Acosta
et al., 2014, p. 101).

En cuanto a la varianza, esta se refiere al anali-
sis asociado a pruebas paramétricas. Aqui, cuan-
do los datos son no paramétricos, se compara la
distribucién del total de los datos de la muestra.
Estas son denominadas como pruebas de distri-
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bucion libre (Danglot et al., 2003, p. 91). Al imple-
mentar la prueba de Kruskal-Wallis es importante
hacerla para mdas de dos muestras independien-
tes y para comparar sus distribuciones, asi como
para indicar si al menos una de las muestras inde-
pendientes presenta una distribucién diferente a
las demas (Berlanga y Rubio, 2012, p. 101). Ahora,
si se hace uso de la prueba Wilcoxon-Mann-Whit-
ney, esta permitird comparar de manera multiple
las medianas de dos conjuntos independientes,
posiblemente con distribucion no normal; esto
ayudara a establecer cudl o cudles presentan di-
ferencias frente a las demds muestras (Sanchez,
2015, p. 18).

Materiales y procedimientos

A continuacion, se exponen los materiales y pro-
cedimientos recolectados para el desarrollo de
esta investigacion.

Carbon

Carbon tipo lignito, aportado por la empresa Bio-
tropic Ltda., de una mina de su propiedad ubica-
da en la frontera entre Cundinamarca y Boyacd;
este es suministrada al equipo de investigacion
de manera pulverizada, con un tamano de parti-
cula de 250 um (tamiz n.° 60), carbdn fijo (35 %),
cenizas (10 %), humedad (13 %) y materia volatil
(42 %). Este mineral se utiliza de acuerdo con las
revisiones en previas investigaciones debido a
que la empresa entrega el material analizado y
con resultados, lo que facilita la caracterizacién
del origen de los acidos fulvicos.

Muestra de agua congénita

Se toman dos litros de agua de un pozo petrolero
y se envasan en garrafas plasticas a una tempera-
tura de 25 °C. Cabe aclarar que no se posee infor-
macién del pozo debido a que estas aguas fueron
donadas por un laboratorio ambiental, sumado
a acuerdos de confidencialidad que poseen con
sus respectivos clientes. A su vez, la persona que

procesdé la muestra de agua es una profesional en
guimica, quien trabaja en una empresa que pres-
ta servicios de analisis a este tipo de aguas.

Extraccion de acidos fulvicos

Se toman 800 gramos de carbdn tipo lignito y se
someten a una extraccion fase 1, con soluciéon
de hidréxido de sodio, cuya concentracion es
2N; esta mezcla se mantiene en agitacién por un
tiempo de diesciséis (16) horas. Se obtiene una
muestra, como se observa en la figura 1.

Nota. Fuente elaboracion propia.

Figura 1. Extraccion fase I basica
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Dentro de la fase 1 se dividen las extracciones en
cuatro partes, cada una de estas se acidifica con
un acido diferente y con una malla de 120 mi-
cras. Ademas, se procede a llevar a un pH de 1,50
(aproximadamente) con el acido correspondien-
te. El resultado, cuatro matrices de extracciones
de acido fulvico con diferentes acidos:

La primera matriz se realiza con acido clorhidrico
fumante (ACI).

La segunda, se acidifica con acido citrico (AC); para
llevar al pH deseado, se termina con acido clorhi-
drico (ACl) fumante (ACACI).

La tercera, se acidifica con acido citrico y acido fos-
férico concentrado —ACAP— (78 %).

E. 3
o |

g - '
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i
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ACACI

Nota. Fuente elaboracion propia.

Concentracion de acidos fulvicos

Para la concentracidn de los acidos fulvicos ob-
tenidos, se toman 100 mL de cada matriz. Estas
muestras se colocan en un liofilizador por cuatro
horas, que finaliza con la observacién de las por-
tamuestras para verificar si continuaba el proce-
so de sublimacién o no, para lo cual se procede
a apagar el equipo; en esta parte, se obtienen
los acidos en forma sélida para su manipulacion.
Finalmente, se evidencia el liofilizado de acidos
falvicos para tratamiento de aguas congénitas,
como se detalla en la figura 2.

-
| t L]

i
i
ACAP

Figura 2. Liofilizado de acidos fulvicos para tratamiento de aguas congénitas

Preparacion de soluciones de acidos
fulvicos y de las muestras

Se preparan dos soluciones de cada matriz de
concentracién 0,8 %y 2 % en balones aforados de
50 mL a partir de los sélidos liofilizados. Estas con-
centraciones se toman teniendo en cuenta inves-
tigaciones previas de la linea de investigacién de
carbones, realizando un comparativo entre acidos
hdmicos y fulvicos (Melo, 2006).

Luego, se agita vigorosamente la muestra de agua
congénita, se toman seis muestras de 80 mL y se
adicionan 20 mL de las soluciones preparadas de
cada matriz para mantener la relacién que se ma-
neja en la prueba cualitativa de 2 mL de muestra

y 0,5 mL de solucién de acido fulvico. Igualmente,
se deja por un periodo de dos dias.

En la figura 3 se muestran los tratamientos en el
agua congénita.

Lecturainicial-final de los metales pesados

La determinacién de metales pesados se realiza
por espectroscopia de plasma, equipo de plasma
inducido ICP thermo scientific iCap 6000 Series.
En esta parte se toman 50 mL de agua no tratada
y 50 mL de cada tratamiento. Asimismo, se desa-
rrolla un pretratamiento y una digestién. Por ulti-
mo, se toma acido nitrico concentrado y se lleva a
sequedad. Cabe mencionar que para las lecturas
de mercurio no se realiza este pretratamiento.
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Nota. Fuente elaboracion propia.

Figura 3. Tratamiento en agua congénita

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los tratamientos para
la remocidn de los metales pesados son procesa-
dos en el programa estadistico IBM SPSS STATIS-
TIC 22.

Resultados

En este apartado se exponen los resultados mas
importantes que dejo la investigacién, teniendo
en cuenta los elementos principales a estudiar,
ademas de las respectivas pruebas ejecutadas.

Lectura inicial
La tabla 1 indica la lectura del agua congénita
inicial para cada metal pesado.

Determinacion de metales pesados
(arsénico, cadmio, mercurio, plomo) antes
y después del tratamiento con acidos
fulvicos

Se realizé la lectura inicial y la lectura de cada
matriz por duplicado. No se observé formacion de
precipitado (sal de quelato) en la matriz ACAP, por
lo que no se hizo lectura. En la tabla 2 se detallan
los promedios de dos lecturas de metales pesados
para cada tratamiento.

Remocion de los metales pesados en los
tratamientos en las aguas congénitas

Se calcularon los porcentajes de remocién con los da-
tos obtenidos antes y después del tratamiento con los
acidos fulvicos, como se observa en la tabla 3.

Tabla 1.
Lectura inicial de metales pesados en el agua congénita
. Inicial

Metal Unidades Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3
Cadmio (mg/L) (ppm) 0,0154 0,0136 0,0145
Plomo (mg/L) (ppm) 0,1760 0,1902 0,1831
Arsénico (ppb) (ng/L) 3,3830 3,3650 3,3740
Mercurio (ppb) (ng/L) 12,7836 12,9364 12,8600

Nota. Fuente elaboracion propia.
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Tabla 2.

Promedios de dos lecturas de metales pesados para cada tratamiento
Metales Cadmio (mg/L) Plomo (mg/L) Arsénico (ppb) Mercurio (ppb)
Inicial sin tratamiento 0,0145 0,1831 3,3740 12,8600
Tratamiento 1 ACACI [2%] <0,0001 0,0065 1,3560 1,3970
Tratamiento 2 ACACI [0,8 %] <0,0001 0,0120 0,2243 11,1600
Tratamiento 3 AC [2%] 0,0001 0,1394 1,8710 1,5470
Tratamiento 4 AC [0,8%] 0,0029 0,0227 0,0763 7,5790
Tratamiento 5 ACI [2%] 0,0002 0,0126 0,1025 6,3050
Tratamiento 6 ACI [0,8%] 0,0004 0,0213 0,3087 5,3140

Nota. Fuente elaboracion propia.

Prueba de normalidad

Se realizd la prueba de normalidad a través del
método Shapiro-Wilk, por metal, para los datos
relacionados en la tabla 3. A su vez, se postulan
las hipdtesis: una nula y una hipodtesis alterna.

Ho. Los datos presentan una distribucién normal.

Hi. Los datos no presentan una distribuciéon nor-
mal.

Para determinar si los datos presentan
distribucién normal, se empled un alfa o sigma
de 0,05, en que los valores fueron menores para
que la hipdtesis Ho sea rechazada. Seguido a esto,

Tabla 3.
Datos para el analisis estadistico de remocion de metales
Promedio Promedio Promedio Promedio
Metales cadmio (% de plomo (% de  arsénico (% de  mercurio (% de
remocion) remocion) remocion) remocion)
Tratamiento 1 ACACI [2%] 100,00 96,45 59,81 89,14 11
Tratamiento 2 ACACI [0,8 %] 100,00 93,56 93,35 13,22
Tratamiento 3 AC [2%] 99,31 23,87 4455 87,97
Tratamiento 4 AC [0,8%] 80,00 87,60 97,74 41,06
Tratamiento 5 ACl [2%] 98,62 99,89 96,96 50,97
Tratamiento 6 ACI [0,8%] 97,24 88,37 90,85 58,68

Nota. Fuente elaboracion propia.
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se desarrollé un grafico de normalidad (Grafico
Q-Q) para los datos obtenidos de porcentaje de
remocién para cada metal por tratamiento (ver
figura 4). Posteriormente, se obtuvieron a través
del software IBM SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, Statistics 22) los resultados para la
prueba estadistica relacionando las significancias
que se presentan en la tabla 4.

Grdfico Q-Q normal de % de remocién

Grdfico Q-Q normal de % de remocion

Prueba de comparacion por pares de
Mann Whitney

para metal-Mercurio

Debido a la diferencia encontrada entre los trata-
mientos, se procedié a la aplicacién de una prue-
ba de comparacién por pares como la de Mann
Whitney, debido a que proceden de la misma
muestra de agua. A partir de esta, se dividieron

Grdfico Q-Q normal de % de remocion

para metal-Plomo

para metal-Arsénico

Normal esperado
Normal esperado

=

Nota. Fuente elaboracion propia.

Normal esperado

B
a4
B

Valor observado

Figura 4. Prueba de normalidad datos para mercurio y plomo

Tabla 4.

Significancias de prueba de normalidad

Shapiro-Wilk

Metal ‘o .
Estadistico Gl Sig.
Cadmio 0,61 6 0,001
., Plomo 0,653 6 0,002
% de remocion .
Arsénico 0,785 6 0,043
Mercurio 0,934 6 0,615

Nota. Fuente elaboracion propia.
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para hacer los diferentes ensayos de cada matriz
y a diferentes soluciones, verificando, de este
modo, entre qué tratamientos se pueden encon-
trar diferencias significativas (como se puede ver
en la tabla 5). Para el andlisis de cada par, se pos-
tularon las siguientes hipdtesis:

Ho. No hay diferencia entre ambos tratamientos.

Hi. Hay diferencia entre ambos tratamientos.

Tabla 5.

Asimismo, para la ejecucién de la prueba, se em-
pled un alfa de 0,05 (en la tercera columna se des-
cribe la aceptacidon o rechazo de la hipdtesis nula).

Pruebas no paramétricas por
Kruskal-Wallis

Dado que los resultados obtenidos para trata-
mientos y metales no presentaron una distribu-
cion normal, fue necesario realizar un analisis
de varianza, ya que se cuenta con datos no pa-

Analisis de correlacion bilateral por metal

Correlacion

Significancia Asintética bilateral

Acepta o rechaza Ho

Cadmio vs. plomo
Cadmio vs. arsénico
Cadmio vs. mercurio
Plomo vs. arsénico
Plomo vs. mercurio
Arsénico vs. mercurio

0,109 Acepta
0,037 Rechaza
0,01 Rechaza
1,000 Acepta
0,109 Acepta
0,055 Acepta

Nota. Fuente elaboracion propia.

ramétricos; para ello, la alternativa fue la prueba
de Kruskal-Wallis. Para este caso, y debido al tipo
de practica aplicada, se hizo la comparacién de
medianas para tratamientos y metales por apar-
te porque son grupos independientes. Adicional-
mente, se postularon dos hipdtesis: una nula y
una hipotesis alterna (se empled un alfa de 0,05)
(ver tabla 6).

Ho. La distribucién del porcentaje de remocién es
la misma entre los tratamientos (tabla 3).

Tabla 6.

Hi. La distribucidn del porcentaje de remocién no
es la misma entre los tratamientos (tabla 3).

Conclusiones

Segln los datos arrojados por el andlisis estadis-
tico de Shapiro-Wilk, se rechaza la hipdtesis nula,
debido a que al menos uno o mas de los datos
presentan una significancia menor al alfa estipu-
lado en 0,05. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis

Prueba de Kruskal-Wallis con variable de agrupacion para los tratamientos.

Estadisticos de prueba®’

gl(n—1)
Sig. asintdtica

% de remocion
5

0,719

Nota. Fuente elaboracion propia.
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alterna: Hi. Los datos no presentan una distribu-
cion normal, es decir, son datos no paramétricos.

Se analiza que la aceptacion de la hipdtesis nula
en la tabla 5 puede ser por la forma en la que se
encuentra el metal en las aguas congénitas; por
ejemplo, en el caso del cadmio versus plomo, los
contrastes son iguales o similares, esto puede
darse por dos razones: habia la misma cantidad
del metal o estaban en el mismo estado de oxida-
cion; a su vez, estos forman el quelato con los aci-
dos fulvicos. Asimismo, cuando la hipdtesis se re-
chaza, es porque las cantidades de los metales se
encuentran en diferentes proporciones vy, adicio-
nalmente, los estados de oxidacion de este metal
pudieron crear interferencia en la formacion del
guelato con los acidos fulvicos.

De acuerdo con las significancias, se deduce el or-
den de porcentaje de remocidn de los metales en
los tratamientos de mayor a menor:

I. Cadmio
Il. Plomo
lll. Arsénico
IV. Mercurio

El valor de significancia asintdtica que muestra la
tabla 6 es mayor a 0,05, por lo tanto, se acepta la
hipdtesis Ho. Ademas, con los datos obtenidos, se
evidencia que no hay diferencia entre los trata-
mientos, lo que quiere decir que independiente-
mente del tratamiento aplicado, hay remocién de
metales pesados en las aguas congénitas, lo cual
origina que el efecto quelante es asumido por los
acidos fulvicos y que el tratamiento que se emplee
para la extraccién (Unica diferencia entre los trata-
mientos) de los mismos no afecta de manera signi-
ficativa el efecto final.
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