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RESUMEN

TITULO: ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE TECNICAS ANALITICAS
PARA LA DETERMINACION DE FENOLES Y SURFACTANTES ANIONICOS EN
AGUAS, EN EL LABORATORIO DE AGUAS Y SUELOS DE LA CDMB*

AUTOR: LUDY KATHERINE RAMIREZ TRIANA™

PALABRAS CLAVES
Parametros fisicoquimicos, estandarizacion, validacion.

DESCRIPCION

El rapido y acelerado aumento de la industria ha ocasionado que los sistemas
acuiferos se contaminan exponencialmente, debido a la presencia inevitable de
aguas residuales, que ocasionan un gran impacto ambiental cuando no reciben un
tratamiento previo al vertido. Razéon por la cual, ha sido de interés general
controlar el grado de contaminacion de agua, mediante el establecimiento de
parametros fisicoquimicos que permiten establecer su calidad y sus posibles usos.

Dentro de los parametros utilizados para determinar la calidad del agua, se
encuentran los compuestos fendlicos y los surfactantes anidnicos. Los métodos
para la determinaciéon de estos parametros son colorimétricos; los cuales se
estandarizaron y validaron en el laboratorio de aguas y suelos de la Corporacion
Auténoma para la Defensa de la Bucaramanga (CDMB), como parte de los
requisitos para la acreditacién del laboratorio en la norma ISO/IEC 17025:2005,
Requerimientos generales para la competencia de los laboratorio de calibracién y
ensayo, el cumplimiento de esta norma, respalda que los procedimientos
efectuados en el laboratorio conlleven a resultados confiables.

Finalmente, la estandarizacion de los pardmetros, junto con un estudio estadistico
de los resultados obtenidos, permiti6 establecer criterios de calidad tales como
cartas de control de los procesos, limite de deteccion tanto del método como del
equipo, exactitud, incertidumbre, entre otros, que permitan la generacion de
resultados técnicamente validos.

* Proyecto de investigacion

** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: M.Sc. Luz Yolanda
Vargas Fiallo.
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ABSTRACT

TITLE: STANDARDIZATION AND  VALIDACION OF  ANALYTICAL
TECHNIQUES FOR THE DETERMINATION OF FHENOLS AND ANIONIC
SURFACTANTS IN WATER LABORATORY WATER AND SOIL OF CDMB*

AUTHOR: LUDY KATHERINE RAMIREZ TRIANA™

KEY WORDS
Physicochemical paramters, standardization, validation.

DESCRIPTION

The fast and rapid growth of the industry has caused the contamination of the
aquifer systems, exponentially due to the unavoidable presence of sewage,
causing a major environmental impact when those are not treated prior to
discharge. Reason, It has been of interest to control the contamination degree of
water by establishing physicochemical parameters. That establish its quality and its
possible uses.

Within the parameters used to determine the water quality, there are phenolic
compounds and anionic surfactants. The methods for determining these
parameters are colorimetric, which were standardized and validated in the
laboratory of soil and water of Corporacién Auténoma para la Defensa de la
Meseta de Bucaramanga (CDMB), as part of the requirements for laboratory
accreditation in ISO / IEC 17025:2005; General requirements for the competence
of calibration and testing laboratory, compliance with this standard, supports that
the procedures conducted in the laboratory lead to reliable results.

Finally, standardization of parameters, together with a statistical study of obtained
results, allowed to establish quality criteria such as letters of process control,
detection limit both the method and the equipment, accuracy, uncertainty, among
others, that help generate technically valid results

* Research Project

™ Faculty of Science. School of Chemistry. directors: M.Sc. Luz Yolanda Vargas
Fiallo.
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INTRODUCCION

Cuando desde el espacio vemos una imagen del planeta Tierra,
destaca su color azul. Esto se debe a que el 70% de su superficie se
encuentra cubierta por agua, mientras que el resto corresponde a los
continentes. De acuerdo con estos datos, uno podria pensar que la
disponibilidad de agua en el planeta es infinita, es decir que
alcanzaria de manera ilimitada para las necesidades humanas y
para el funcionamiento de los ecosistemas. Sin embargo, hoy
sabemos que esta idea es completamente errénea.

Una altisima proporcion (97.5%) es agua salada y Unicamente 2.5%
es agua dulce. A su vez, de esta pequefia fraccion la mayor parte no
puede ser utilizada por que estd congelada con las casquetes
polares y las nieves perpetuas de las montafias o bien se
encuentran en profundidades inaccesibles. Esto significa que el agua
disponible en el planeta para abastecer a los ecosistemas y a la
poblacion humana, entre aguas subterrdneas accesibles vy
superficiales, corresponde a 0,55% del total de agua dulce y a tan
solo 0,01% del agua total de planetal ¥, este pequefio porcentaje es
amenazado ya que es una practica acostumbrada el ubicar
industrias y asentamientos humanos a la orilla de las corrientes de
agua, para utilizarse dicho liquido y, al mismo tiempo, verter los
residuos del proceso industrial y de la actividad humana. Esto trae
como consecuencia la contaminacion de las fuentes de agua y, por
consiguiente, la pérdida de grandes volumenes de este recurso, esta
contaminacion genera aguas negras Yy residuales, que son
perjudiciales para los seres que entren en contacto con ellas.

La importancia de estas aguas negras y residuales radica en su
potencial si reciben un tratamiento previo al vertimiento sobre los

cuerpos de aguas natural para volver a ser utilizadas directamente
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en a la industria y en la agricultura, y para ciertas aplicaciones
municipales limitadas. Dentro de este tratamiento previo se
establecen multiples y variados parametros que garantizan la calidad
del agua y asi determinar su adecuado uso.

Las regulaciones sobre los pardmetros que permiten el uso del agua
son vigilados por cada pais segun sus necesidades y desarrollo, en
el caso de Colombia, el IDEAM es el encargado de controlar los
resultados que emitan los laboratorios en cuanto a los analisis
realizados para el control de la calidad del agua; andlisis que el
laboratorio de aguas y suelos de la CDMB realiz6 bajo la norma
ISO/IEC 17025:2005 que es indispensable para mantener la
acreditacion con la que ya cuenta el laboratorio

La politica de calidad del Laboratorio de aguas y suelos de la CDMB
indica que todas las actividades se deben desarrollar bajo los
lineamientos de un sistema de gestidén de calidad conforme la norma
NTC/ISO/IEC 17025 “Requisitos Generales Para la Competencia de
los Laboratorios de Ensayo y de Calibracion”, teniendo como
objetivo prestar servicios con criterios de calidad, lo cual se
evidencia a través de la generacién de datos confiables. Parte del
trabajo involucrado en la recoleccion de datos confiables serd usar
métodos estandarizados y validados.

Dentro del extenso conjunto de parametros fisicoquimicos utilizados
para analizar la calidad del agua se encuentran los compuestos
fendlicos y los surfactantes anionicos motivo por el cual el laboratorio
requiere ampliar sus posibilidades analiticas a travées de la
estandarizacion y validacion de técnicas nuevas para el laboratorio.
Resulta importante realizar un estudio estadistico de los datos
obtenidos para cada método, que permita garantizar una buena

implementacion y funcionamiento de cada meétodo, mediante el
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aporte de recomendaciones, con el fin de asegurar una mejora

continua de los procedimientos.
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1. MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES DEL AGUA

El agua, al mismo tiempo que constituye el liquido mas abundante
en la tierra, representa el recurso natural mas importante y la base
de toda forma de vida.

No es usual encontrar el agua en pura en forma natural, aunque en
el laboratorio puede llegar a obtenerse o separarse en sus
elementos constituyentes, que son el hidrégeno (H) y el oxigeno (O).
Cada molécula de agua esta formada por un atomo de oxigeno y
dos de hidrégeno, unidos fuertemente en la forma H-O-H! 2. Esta
dotada de una estructura tridimensional con un angulo de enlace de

104,5°, gue le confiere una elevada polaridad. Ver Figura 1.

95,84 pm
Fuente. http://leidyjbcdc.blogspot.com/2010/09/fisicoquimica-del-

agua.html
Como propiedades del agua podemos mencionar que es un liquido

inodoro e insipido. Tiene un cierto color azul cuando se concentra en
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grandes masas. A la presion atmosférica, el punto de fusion del agua
pura es de 0° C y el punto de ebullicion es de 100°C, cristaliza en el
sistema hexagonal, llamandose nieve o hielo segun se presente de
forma esponjosa o compacta, se expande al congelarse, es decir
aumenta de volumen, de ahi que la densidad del hielo sea menor
que la del agua y por ella el hielo flota en el agua liquida. El agua
alcanza su densidad maxima a una temperatura de 4°C.

Su capacidad calorifica es superior a la de cualquier otro liquido o
solido, siendo su calor especifico de 1 cal/g, esto significa que una
masa de agua puede absorber o desprender grandes cantidades de
calor, sin experimentar apenas cambios de temperatura, lo que tiene
gran influencia en el clima (las grandes masas de agua de los
océanos tardan mas tiempo en calentarse y enfriarse que el suelo
terrestre). Sus calores latentes de vaporizacion y de fusion (540 y 80
callg, respectivamente) son también excepcionalmente elevados ' !
Si bien el agua pura es incolora, inodora e insipida, en el medio
natural el agua incorpora una gran variedad de compuestos que
alteran significativamente estas propiedades que afectan a los
sentidos. Las propiedades del agua que afectan a los sentidos son,
basicamente: el color, el olor y el sabor.

Respecto al color, el agua puede llevar en su seno diversas
substancias que lo pueden alterar. Por ejemplo, un agua natural
puede llevar disueltos compuestos organicos, como acidos humicos
y fulvicos que le imparten una coloracion que va desde el amarillo al
negro. Normalmente, el color verde de algunos reservorios se debe
a la presencia de sales de calcio o cobre disueltas, aparte de la
presencia de ciertos microorganismos; mientras que los compuestos
de hierro imparten una coloracién al agua, desde amarilla a rojiza,

dependiendo de la forma quimica del compuesto de hierro %
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El agua natural, normalmente, tiene un sabor refrescante gracias a la
presencia de ciertas sales o gases, como el CO; en concentraciones
moderadas. No obstante, en presencia de un exceso de CO; el agua
adquiere un sabor acido. La presencia de otras substancias o
elemento también puede alterar su sabor. Asi elevadas
concentraciones de hierro y manganeso dan un sabor metélico al
agua, o bien altas proporcione de sulfato de manganeso le confieren
un sabor amargo ! 4.
Los compuestos organicos también suelen impartir sabores
caracteristicos al agua. Muchas veces el sabor desagradable
aparece en concentraciones inferiores al limite de toxicidad. Los
fenoles y los correspondientes compuestos clorados generados en
procesos de depuracion con cloro imprimen al agua gustos muy
caracteristicos . Por su parte los detergentes provocan la
disminucién de la solubilidad del oxigeno disuelto en el agua con lo
cual se dificulta la vida acuética.
Dentro de las multiples facetas en la que el hombre utiliza el agua en
su vida cotidiana se encuentran actividades como:

e bebida y preparacion de alimentos

e riegos agricolas y explotaciones ganaderas

e industrias: refrigeracion

e navegacion, comercio fluvial y/o maritimo

e USOs deportivos y ludicos.

o Evacuacién de vertidos y residuos variados

« produccién hidroeléctrica, termoeléctrica, etc. .
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1.2. EL AGUA Y SUS CONTAMINANTES

De acuerdo con su origen, los suministros de agua se clasifican en
tres categorias: (1) aguas superficiales, (2) aguas subterraneas y (3)
agua meteoroldgicas. Las aguas superficiales comprenden lo causes
(rios), océanos, lagos y aguas embalsamadas. Los cauces del agua
sometidos a contaminacion presentan una cantidad variable a lo
largo del curso del cauce. Las aguas subterraneas muestran en
general menos turbidez que las aguas superficiales, en cuanto a las
aguas de lluvia, son de mucha mayor pureza fisica y quimica que las

aguas superficiales o subterraneas. Ver Figura 2.

Figura 2. Representacion de aguas superficiales, subterraneas y meteorolégicas.

Fuente.http://fencimadelmar.blogspot.com/2008/04/las-aguas-
superficiales.html

Los contaminantes del agua se clasifican en tres categorias: (1)

quimicos, (2) fisicos y (3) bioldgicos.
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Los contaminantes quimicos comprenden tanto productos quimicos
organicos como inorganicos. El aspecto fundamental resultante de la
contaminacion por compuestos organicos es la disminucion de
oxigeno como resultante de la utilizacion del existente en el proceso
de degradacion bioldgica de dichos compuestos. Esta disminucion
de oxigeno disuelto lleva a perturbaciones indeseables del medio y
de la biota en ella asentada. En el caso de la contaminacion
derivada de la presencia de compuestos inorganicos el resultado
mas importante es su posible efecto toxico, mas que la disminucién
en oxigeno. Sin embargo, hay casos en los cuales los compuestos
inorganicos presentan una demanda de oxigeno, contribuyendo a la
disminucién del mismo como los sulfitos y los nitritos .

Los iones de metales pesados, toxicos para los seres humanos, son
importantes contaminantes de este grupo. Se presentan en las
aguas residuales industriales resultado de las operaciones de
tratamiento de superficies, asi como de las industrias de fabricacion
de pigmentos y pinturas.

Incluyen mercurio, arsénico, cobre, zinc, niquel, cromo, plomo,
cadmio. Su presencia, aun en pequefias cantidades puede causar
serios problemas .

Algunos contaminantes fisicos incluyen (1) cambios térmicos. Es el
caso procedente de plantas industriales, relativamente calientes
después de haber sido utilizadas con los intercambiadores
(enfriadores); (2) el color (por ejemplo, los licores negros que se
descargan procedentes de las plantas de fabricacion de pasta
quimica); (3) turbidez (originada por la descarga de aguas que
contienen sdlidos en suspension); (4) espumas [detergentes tales
como sulfonato de alquilbenceno (SAB) constituyen una causa

importante de formacién de espumas]; y (5) radiactividad!®.
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Los contaminantes bioldgicos son los responsables de la transmisién
de enfermedades en las aguas de abastecimiento. Algunas de las
enfermedades que se transmiten por contaminacién bioldgica con el

colera, las tifoideas y paratifoideas [©.

Figura 3. Diferentes fuentes de contaminacién de agua.

contaminacion de petréleo +

residuos nucleares +
residuos industriales

=

w,m—‘km‘t o
- S

\ ;’VW !f

v +residuos domésticos N

- > "'h!ihbsi,&h-
£ i R
| ¥ hh:

S
manto fredtico
~ ;

—
'\‘"a,—%‘: vertido de hidrocarburos
=
-, S +excrementos de animales

~—~—

Fuente:http://www.ikonet.com/es/diccionariovisual/tierra/ambiente/co

ntaminacion-del-agua.php

1.3. CALIDAD DEL AGUA.

La calidad de cualquier masa de agua, superficial o subterranea
depende tanto de factores naturales como de la accion humana.

Sin la accion humana, la calidad del agua vendria determinada por la
erosion del substrato mineral, los procesos atmosféricos de

evapotranspiracion y sedimentacion de lodos y sales, la lixiviacion
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natural de la materia organica y los nutrientes del suelo por los
factores hidroldgicos, y los procesos biolégicos en el medio acuético
que pueden alterar la composicion fisica y quimica del agua.!”

Por lo general, la calidad del agua se determina comparando las
caracteristicas fisicas y quimicas de una muestra de agua con unas
directrices de calidad del agua o estandares estas normas se basan
normalmente en unos niveles de toxicidad cientificamente
aceptables tanto para los humanos como para los organismos
acuéticos!”.

El deterioro de la calidad del agua se ha convertido en motivo de
preocupacion a nivel mundial con el crecimiento de la poblacion
humana, la expansion de la actividad industrial y agricola y la
amenaza del cambio climdtico como causa de importantes
alteraciones en el ciclo hidroldgico.

La baja calidad del agua afecta directamente sobre la cantidad de
agua de diversas maneras. El agua contaminada que no puede
utilizarse para consumo, para bafo, para la industria o la agricultura
reduce de forma efectiva la cantidad de agua disponible en una

determinada zona.
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Figura 4. Relacion de tratamiento de aguas residuales.
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1.4. CRITERIO DE CALIDAD DEL CUERPO DE AGUA
SEGUN LOS USOS PREVISTOS.

Para clasificar las aguas es necesario establecer en forma previa los
limites aceptables de calidad, segin los usos. Los criterios de
calidad se refieren a las maximas concentraciones permisibles de
contaminantes que no interfieran con el uso de las aguas.

Su calculo es el resultado de estudios e investigaciones técnicas y
cientificas y, por lo tanto no depende exclusivamente de decisiones
administrativas o econémicas. Agua con concentraciones excesivas
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de contaminantes ocasiona riesgos a la salud humana y al ambiente
y solo un estudio técnico previo puede establecer con una aceptable
aproximacion los niveles permisibles.

Para estimar los criterios de calidad pueden utilizarse diferentes
métodos: uno de estos determina los criterios de calidad a partir de
métodos que establecen los efectos nocivos de quimico especifico
(chemical specific approach). Los estudios correspondientes se
realizan a partir de ensayos de campo y laboratorio con el propésito
de obtener criterios destinados a proteger la vida acuatica de efectos
cronicos o agudos y a la salud humana de intoxicaciones agudas, de
enfermedades transmitidas por el agua.

En Colombia el decreto 1594 de 1984, adopta el método de
quimicos especificos en el articulo 45, el cual fija criterios de calidad
para preservaciones de flora y fauna a partir de la realizacion de
bioensayos para determinar los correspondientes CL96/50'. Las
concentraciones letales y subletales se obtienen sometiendo los
organismos a diferentes concentraciones de un quimico especifico, a
partir de los datos obtenidos y utilizando métodos estadisticos, se
obtiene una cifra que representa la concentracién a la cual perece el
50% de los organismos, a un determinado tiempo de exposicién.
(Para efectos del Decreto 1594, 96 horas)!®!.

1 CL96/50: Concentracién de una sustancia, elemento o compuesto, solos o en
combinacion, que produce la muerte al cincuenta por ciento (50%) de los organismos
sometidos a bioensayos en un periodo de noventa y seis (96) horas.
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1.5. PARAMETROS DE CALIDAD DE LAS AGUAS

Una vez conocidos los contaminantes del agua vale la pena
mencionar los parametros fisicoquimicos que permiten evaluar la
calidad de est4, entre ellos se encuentran:

o Pardmetros fisicos

o Parametros bioldgicos

o Parametros bacteriologicos

o Parametros quimicos: entre estos pardmetros se encuentran

los compuestos fendlicos y los surfactantes aniénicos.

1.5.1. Compuesto fendlicos

1.5.1.1. Quimica del fenol

Son compuestos organicos que presentan uno o varios grupos OH
ligados a un anillo bencénico. Son tipicamente compuestos
aromaticos, el mas sencillo es el fenol, muchas de sus propiedades
quimicas con comunes a la de los alcoholes. Las diferencias
estructurales entre fenoles y alcoholes se deben a que el OH esta
unido a un C sp? en los fenoles, mientras que en los alcoholes
alifaticos, el oxhidrilo esta ligado a un C sp®. Este hecho marca
diferencias, primero, en los hidrégenos unidos al oxigeno; el H en un
fenol es de caracter acido (K. - 10™%), mientras que en los alcoholes
es de caracter acido mucho mas débil (K, - 10"°a 10™®); segundo, el
grupo OH estad mas fuertemente ligado al anillo bencénico que al C
de los alcoholes

Estas diferencias hacen que los fenoles tengan propiedades
quimicas (reactividad) especificas y que se los agrupe como una

clase de compuestos aparte de los alcoholes.
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OH

Fenol

1.5.1.2. Usos del fenol en la industria

La utilizacion de los compuestos fendlicos para su uso como
desinfectante proviene de principio de siglo, hoy en dia la utilizacién
de extractos fendlicos de fuentes naturales practicamente ha
desaparecido, y en su lugar son ampliamente utilizados los
compuestos fendlicos-clorados sintetizados por la industria, ya que
son mucho mas baratos de producir, tienen mayor duraciéon y la
mayoria son menos toxicos que los anteriores, asi, por ejemplo, el
hexaclorofenol fue un producto de amplia utilizacion hasta que sus
propiedades neurotoxicas fueron reconocidas, prohibiéndose su
utilizacién por la FDA?

entre os principales usos de los compuestos fendlicos podemos

encontrar: conservantes de la madera, fabricacion de papel,

2 Agencia del gobierno de los Estados Unidos responsable de la regulacién de alimentos,
suplementos alimenticios, medicamentos, cosméticos, aparatos médicos, productos
bioldgicos y derivados sanguineos.
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plasticos, colorantes, desinfectantes, fotografia, medicamentos,
explosivos, torres de enfriamiento, tratamiento de caucho, taninos

sintéticos y lubricantes!®/[%!,
1.

1.5.1.3. Efectos toxicos de los compuestos fendlicos en el
ambiente.
Los compuestos fendlicos en el agua pueden provocar dafios a
comunidades y poblaciones acuaticas como anélidos, moluscos,
crustaceos, equinodermos y peces. Estos organismos concentran en
sus tejidos los productos absorbidos a través de las branquias o de
la piel; pero también pueden liberarlos por difusion a través de las
agallas o por medio de una desintoxicacion al formarse glucoronidos
conjugados (fenil-glucoronido). Los organismos acuaticos acumulan
los compuestos fendlicos cuando hay una administracion continua al
medio.
Los efectos cronicos se presentan a largo plazo y son producidos
cuando los compuestos fendlicos permanecen en los organismos,
donde actian desacoplando la cadena de la fosforilacion oxidativa,
que es la ultima fase del proceso de la respiracion; especificamente
capturan los electrones del flavin-adenin-dinucleétido reducido
(FADH2), dando como resultado una menor produccion del
compuesto energético denominado ATP (adenosintrifosfato); por lo
tanto, los organismos experimentan una pérdida de energia que
trastorna todas sus funciones
En el hombre los fenoles son corrosivos cutaneos y se absorben con
facilidad por la piel y las mucosas. Su toxicidad esta directamente
relacionada con una gran variedad de organos y tejidos, (pulmones,
higado, rifiones, sistema genito-urinario). Sus efectos provocan un

cuadro general caracterizado por fallo hepatico y renal, asi como
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edema pulmonar y cerebral. La Agencia de Proteccion al Medio
Ambiente de E.U. (USEPA), sefiala que los compuestos fendlicos
afectan al hombre por via de la ingestion y por el contacto con la
piel. Reporta ademas efectos como irritacién, necrosis, afecciones
cardiovasculares, acidosis metabdlica, efectos neuroldgicos vy

cianosis™,

1.5.1.4. Legislacion sobre compuestos fendlicos.

El empleo de fenoles en las diversas actividades industriales y
agricolas ya descritas ha hecho necesario su control debido a su
toxicidad sobre el medio ambiente y la salud humana. En Colombia
el decreto 1594 de 1984 es el encargado de reglamentar el uso del
agua y residuos liquidos, para el caso del fenol en la Tabla 1. Se
muestran las concentraciones maximas admisibles (en mg/L) de

fenoles para sus diferentes usos segun este decreto.

Usos Concentracién mg/L
Consumo humano y
: 0,002
domestico
Fines recreativos
. . 0,002
(contacto primario)
Vertimiento 0,2
Preservacion de floray | Agua fria Agua Agua marina y
fauna dulce calida estuaria
dulce
Clorofenoles 0,5 0,5 0,5
Fenoles monohidricos | 1,0CL% | 1,0CL 5 | 1,0CL %5
50
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1.5.2. Surfactantes anionicos

1.5.2.1. Quimica de los surfactantes

La definicion de lo que es un surfactante se encuentra en la palabra
misma, que resulta de la contraccion de tres palabras inglesas,
SURFACE-ACTIVE-AGENT, las cuales, significan: agente que actia
en las superficies. En otras palabras, los surfactantes son sustancias
gue modifican la relacion entre dos superficies 0 en las interfaces
entre dos liquidos o entre un liquido y un gas o un solido. Las
relaciones que existen entre superficies incluyen un liquido con otro
liquido, un liquido con un sélido, un liquido con el aire y un sélido
con el aire y un sdlido con el aire. Las moléculas de surfactantes

tienen dos segmentos, uno lipofilico y uno hidrofilico.

Figura 6. Representacion de la parte lipofilica e hidrofilica.

Parte Apolar

Eterfase

Parte Polar
—_—

Fuente: http://www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/v9n3/riojas.html

La parte lipofilica esta generalmente formada por hidrocarburos de
cadena larga o anillos del tipo del benceno con la baja solubilidad en
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agua y alta en aceites. La parte hidrofilica tiene una gran afinidad por
el agua.

Las principales clases de surfactantes son: anionicos, cationicos y
no-ionicos. Esta descripcion esta basada en la estructura quimica de
la fraccion hidrofilica de la molécula. Surfactantes anidnicos ionizan
en el agua dando una fraccion hidrofilica cargada negativamente y
los cationicos ionizan dando una fraccion hidrofilica positivamente

cargada *?.

Na Cl

NIRRT crf’ CH,
) O . Je /
a) oy @ [PRSRRIAR ARIEAIEL R R SRR KT
52
7
o (o]

H-{0-CH,-CH,),-O 0{CH,-CH,-0),-H
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L Vo nc'.own,-cuz-O),.-H
H,C-0-(CH,-CH,-0),-R

1.5.2.2. Usos de los surfactantes aniénicos en la industria

El mayor consumo de surfactantes corresponde a la categoria de los
detergentes en polvo, de estructura quimica tipica dodecil benceno
sulfonato de sodio y semejantes. El benceno proviene de la
reformacion catalitica y de las plantas de BTX, mientras que el
alquilato puede producirse de varias formas, bien sea por
polimerizacion de etileno o de propileno, o a partir de un corte de
refinacion adecuado. Es preciso destacar que el tipo y el método de
fabricacion del alquilato influencian considerablemente la reaccién

de biodegradacion del surfactante obtenido. En general se puede
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decir que entre mas ramificado el alquilato, menos biodegradable el
detergente 13!,

1.5.2.3. Efectos téxicos de lo surfactantes anionicos en el
ambiente
El problema de los detergentes es que no son biodegradables y
generan gran cantidad de espuma, y al permanecer provocan
problemas de olor y sabor por largo tiempo.
Cuando se ha desechado un detergente fosfatado, los fosfatos son
arrastrados por el drenaje; la mayor parte de las plantas de
tratamiento de aguas no estan disefladas para eliminar fosfatos, por
tanto, éstos pasan al agua a través del efluente.
Los fosfatos actian como nutriente para las algas y plantas
acuaticas, provocando la degradacién de las aguas naturales.
En los lagos, al aumentar la cantidad de flora acuatica, se dificulta o
impide el intercambio de oxigeno y dioxido de carbono. Se acumula,
pues, gran cantidad de material vegetal en descomposicion en el
fondo que da lugar a hacer menos profundo el lago aumentando asi
su temperatura y cantidad de nutrientes. Puesto que la
descomposicion se da en ausencia de oxigeno, se obtienen
productos secundarios como metano, amoniaco y sulfuro de
hidrogeno que dan mal olor al agua. Los peces también requieren
oxigeno disuelto para sobrevivir y, como se ha consumido, mueren.
A largo plazo el lago se convierte en un pantano y mas a largo plazo,
en un prado o en un bosque. Este proceso natural se ve acelerado
por la presencia de fosfatos.
Desde el punto de vista toxicoldgico, el alto contenido en
detergentes de un agua puede provocar irritaciones en piel y

drganos internos, asi como efectos depresivos en el ser humano 4
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1.5.2.4. Legislacion sobre surfactantes anionicos

Al igual que con los fenoles el empleo de surfactantes anidnicos en
las diversas actividades industriales y ha hecho necesario su control
debido a su toxicidad sobre el medio ambiente y la salud humana.
En Colombia el decreto 1594 de 1984 es el encargado de
reglamentar el uso del agua y residuos liquidos, para el caso de los
surfactante anionicos en la Tabla 2. Se muestran las
concentraciones maximas admisibles (en mg/L) expresadas como
sustancias activas al azul de metileno para sus diferentes usos

segun este decreto.

Usos Concentracion mg/L
Consumo humano y 0,5
domestico
Fines recreativos (contacto
primario) 0>
Fines recreativos (contacto
secundario) 0>
Vertimiento 10
_ Agua fria Ag-ua Agl_Ja
Preservacion de flora y fauna il calida marina

Dulce y estuaria

0,143CL % | 0,243 CL | 0,143 CL

96 96
50 50 50
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1.6. VALIDACION DE UN METODO

Es el proceso de definir una necesidad analitica y confirmar que el
meétodo en cuestidon tiene capacidades de desempefio consistentes
con las que requiere la aplicacion. Esta implicita la necesidad de
evaluar las capacidades de desempefio del método

En el proceso de validacion del método esta implicito que los
estudios para determinar los parametros de desempefio se realizan
usando equipos dentro de especificaciones, que estan trabajando
correctamente y que estan calibrados adecuadamente. Asimismo, el
operador que realiza los estudios debe ser técnicamente competente
en el campo de trabajo bajo estudio y debe poseer suficiente
conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de que sea capaz
de tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones
hechas mientras avanza el estudio [*°.

La definicion de la norma ISO/IEC 17025 es: la validacion es la
confirmacion, a través del examen y al aporte de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso
especifico previsto.

El alcance de la validacion o la revalidacion requerida dependera de
la naturaleza de los cambios hechos al aplicar un método a
diferentes laboratorios, instrumentacién, operadores y circunstancias
en las cuales el método va a ser utilizado. Siempre es apropiado
algin grado de validacion, aun cuando se usan métodos
aparentemente bien caracterizados ya sean de referencia o
publicados!™®.

En el caso especifico de los laboratorio, el término estandarizacion
se aplica a los ensayos analiticos, permitiendo que a través de un
desarrollo sistematico, aplicacion y actualizacion de patrones, asi

como especificaciones de la técnica, materiales y equipos, se pueda
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establecer el grado de confianza que se tiene al implementar un
método en dicho laboratorio teniendo en cuenta sus condiciones
particulares 1%,

Para el caso del laboratorio de agua y suelos de la CDMB este
cuenta en su sistema de calidad con un protocolo para la
estandarizacion y validacion de técnicas analiticas.

Este protocolo incluye las siguientes etapas:

1.6.1. Etapa preliminar a la estandarizacion

En esta etapa se selecciona el método, se realiza un procedimiento
detallado del andlisis y se realiza la verificacién de equipos reactivos
y elementos del laboratorio.

También se debe realizar un plan para la preparacion y analisis de
reactivos, estandares, muestras y muestras adicionadas de acuerdo

con el tiempo de vida util de cada uno y la estabilidad del analito.

1.6.2. Etapa de prevalidacion

En esta etapa se establece mediante mediciones programadas los

siguientes parametros

o limite de deteccion (LoD): cuando se realizan mediciones a

niveles bajos del analito o de la propiedad relacionada, como
en el andlisis de trazas, es importante saber cual es la
concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad
relacionada, que puede detectarse confiablemente por el
método 1!,

La ISO utiliza como un término general “valor minimo

detectable de la variable de estado definida” el cual en

quimica se traduce como la “concentracion neta minima

detectable” [*,
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1.6.3.

La validacibn es un proceso netamente experimental, efectuado

limite de cuantificacion: el limite de cuantificacién
estrictamente es la concentracion mas baja del analito que
puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
repetibilidad y veracidad %,

intervalo lineal del método: para cualquier método cuantitativo
es necesario determinar el intervalo de concentraciones del
analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los
cuales el método puede aplicarse. Los factores limitantes son
los valores del limite de deteccion y/o cuantificacién. En el
extremo superior del intervalo de concentraciéon, las
limitaciones seran impuestas por varios efectos que dependen
del sistema de respuesta del instrumento !

En esta etapa también se determinan las variables
instrumentales o metodoldgicas particulares del laboratorio
que puedan afectar el proceso de medicidbn en aquellos
aspectos en que no se pueda seguir estrictamente del

método.

Etapa de validacion

mediante estudios de laboratorio, que permiten evaluar o determinar
la competencia o capacidad de un esquema analitico particular,
cuyas caracteristicas de disefio cumplen con los requerimientos
metodoldgicos y de resultados para la aplicacién analitica propuesta.
En esta etapa se realizan las mediciones definitivas que implica la

determinacion de los siguientes parametros

exactitud: expresa la cercania de un resultado al valor

verdadero. La validacion de un método busca cuantificar la
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exactitud probable de los resultados evaluando tanto los
efectos sistematicos como los aleatorios sobre los resultados.

Precision: La precision describe la reproducibilidad de los
resultados, es decir la concordancia entre los valores
numérico de dos o mas mediciones repetidas o0 que se han
efectuado exactamente de la misma forma. En general, la
precision de un método analitico se obtiene con facilidad
mediante la simple repeticion de la medida, se utilizan tres
términos para describir la precisiéon de un conjunto de datos
repetidos. Desviacion estandar, varianza y coeficiente de

variacion ¢,

Recuperaciones: los métodos analiticos no siempre miden
todo el analito de interés presente en la muestra. Los analitos
pueden estar presentes en una variedad de formas en las
muestras de las cuales no todas son de interés para el
analista. El método debe entonces disefarse deliberadamente
para determinar solamente una forma especifica del analito.
No obstante la incapacidad de un método para determinar
todo el analito presente puede reflejar un problema inherente.
De cualquier forma es necesario evaluar la eficiencia del

método para detectar todo el analito presente

Incertidumbre de la medicion: La incertidumbre de mediciones
es un parametro Unico que expresa el intervalo de posibles
valores sobre la base de los resultados de medicion. Una
estimacion de incertidumbre de medicion considera todos los

efectos reconocidos que influyen en el resultado; las
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incertidumbres asociadas a cada efecto son combinadas de
acuerdo a procedimientos bien establecidos.

En general, el resultado de una medicion es soOlo una
aproximacion o estimado de la cantidad especifica que se
esta midiendo. Por lo tanto, el resultado de medicién
Unicamente se considera completo si va acompafiado de una

expresion cuantitativa de su incertidumbre

La estimacion de la incertidumbre de medicion también hace
parte de los requisitos exigidos por la norma ISO/IEC
17025:2005 en el numeral 5.4.6 por lo tanto es deber de los
laboratorios tener y aplicar procedimientos para la estimacion
de esta.

La estimacion de la incertidumbre en quimica analitica debe
considerar:

- la precision total del método es un periodo largo de tiempo;

- el sesgo y su incertidumbre, incluyendo la incertidumbre
estadistica asociada a las mediciones del sesgo y la
incertidumbre del material de referencia o del método.

- incertidumbres de calibracién. Siendo que la mayoria de las
incertidumbres  de  calibracion de  equipos eran
despreciablemente pequefias en comparacion con la
precision total y la incertidumbre en el sesgo, esto necesitara
solamente ser verificado.

- debe adicionarse cualquier otro efecto significativo que actia
ademas de los anteriores y que pudo no haberse aplicado
totalmente en un estudio de validacién, por ejemplo, la
temperatura o los intervalos de tiempo permitidos por el

método %,
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Cartas de control: Es importante contar con algun método
sistematico para detectar desviaciones serias de un estado de
control estadistico cuando ocurren y si es posible antes de
que ocurran. Esta es la principal razon por la cual se utilizan
las cartas de control. Estas cartas proporcionan una base
para el control de los resultados obtenidos y en cada caso se
debe definir a que actividades dentro del laboratorio se deben
aplicar dependiendo de las especificidades de cada
laboratorio.

Los gréaficos de control son un método grafico sencillo para
evaluar si el proceso ha alcanzado o no, o si continla en
"estado de control estadistico”. Las determinaciones se hacen
comparando los valores de algunas mediciones estadisticas
para una serie ordenada de muestras, o de subgrupos, con
limites de control. Existen diversos graficos de control
especificos, dependiendo de los tipos de decisiones por tomar
y la naturaleza de los datos.

El grafico es un indicador del "estado de control estadistico"
para el técnico operativo, responsable de calidad,
responsable técnico y el coordinador del laboratorio. El grafico
puede sugerir cuando ha entrado en el proceso una causa
asignable, pero se requiere un estudio independiente para
determinar la naturaleza de esa causa y la accion correctiva

gue se necesita.
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2. METODOLOGIA

2.1. ESTANDARIZACION DE PARAMETROS

2.1.1. Determinacion de fenoles

La determinacion de fenoles se llevd a cabo siguiendo el método
fotométrico directo, de acuerdo con el procedimiento establecido en
el Standard Methods; Procedimiento de limpiado 5530 B y método
fotométrico directo 5530 D.

Los fenoles por su reactividad quimica pueden tener una gran
variedad de reacciones de interés para su analisis por
espectrofotometria. En general, mediante la espectrofotometria se
determina la cantidad total de compuestos fendlicos presentes en la
muestra, pero sin hacer distincion entre los diferentes tipos de
fenoles.

Las reacciones mas corrientes son las de copulacion que generan
colorantes azoicos intensamente coloreados y que son faciimente
analizables en el espectro visible. El desarrollo del color, la
sensibilidad, la reactividad y la longitud de onda del maximo de
absorcién, dependen de factores tales como el pH, temperatura,
disolvente, reactivo diazotado empleado, naturaleza y posicién de

los sustituyentes en el anillo aromatico.
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Los cinco métodos espectrofotométricos para la determinacion de
bajas concentraciones de fenoles en aguas residuales y potables
son: Gibbs. Nitrosofenol, 4-aminoantipirina (4-AAP), ultravioleta e
infrarrojo. El método de la 4- AAP es el mas rapido, preciso y exacto.
El método colorimétrico de la 4-AAP esta basado en la destilacion de
los fenoles vy la subsecuente reaccion de estos con 4-
aminoantipirina a un pH de 7,9 + 0.1 en presencia de ferrocianuro
de potasio, formando compuestos de un color amarillo intenso a
rojo, midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. Se
utiliza para determinar fenol, fenoles orto- y meta- sustituidos, y bajo
adecuadas condiciones de pH, fenoles para- sustituidos en los
cuales la sustitucion es un grupo carboxil, metoxil, un halégeno o un
acido sulfénico. EI método de la 4-aminoantipirina no determina
aquellos fenoles para sustituidos cuando la sustituciéon es un grupo
alquil, aril, nitro, benzoil, nitroso o aldehido.

Se utiliza para determinar fenol, fenoles orto- y meta- sustituidos, y
bajo adecuadas condiciones de pH, fenoles para- sustituidos en los
cuales la sustitucidn es un grupo carboxil, metoxil, un halégeno o un
acido sulfénico. EI método de la 4-aminoantipirina no determina
aquellos fenoles para sustituidos cuando la sustitucién es un grupo
alquil, aril, nitro, benzoil, nitroso o aldehido.

La estandarizacion de compuestos fendlicos en aguas residuales fue
uno de los objetivos del presente trabajo, lograndose a partir del
desarrollo del método estandar de la 4-aminoantipirina (4-AAT).
Dicho método fue propuesto por Emerson y kelly en 1948 e implica
la separacidon de los comuestos fendlicos respecto de la matriz de
fondo mediante destilaciéon con arrastre de vapor, con el fin de
eliminar las impurezas no volatiles e incrementar la selectividad del
método. Posteriormente ocurre la oxidacién del fenol en medio

alcalino con ferrocianuro de potasio [KsFe(CN)s] y la posterior
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condensacion con la 4-AATP para formar una imina coloreada (1,2-
dihidro- 1,5-dimetil- 4 [(4-ox0-2,5-ciclohexadien-1-iliden) amino]- 2-
fenil) que puede ser detectada por espectrofotometria UV/VIS a una
A de 500 nm. La reaccion que tiene lugar es detallada a

continuacion.

OH ] ;
G N0 KeFeCNs e N o
+ /\J - — + H0
HaC NH, NaOH HaC N:<:>:0

Fenol 4-Aminoantipirina Imina

2.1.1.1. Reactivos

Todos los reactivos se prepararon con agua destilada y fueron
suministrados por el laboratorio de aguas y suelos de la Corporacion
Autonoma Regional para la defensa de la meseta de Bucaramanga
(CDMB).

a) Reactivos para conservacion y almacenamiento

Acido sulfdrico concentrado

b) Reactivos para procedimiento de limpiado

Acido fosférico (H3PO4): se diluyeron 10 ml de &cido fosforico

del 85% a 100 ml con agua destilada
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Hidroxido de sodio (NaOH) 2.5 N: disolvieron 10 gramos de
NaOH en 100 ml de agua destilada

c) reactivos para preparacion de soluciones patron

Fenol (CsHgO)

Bromato-bromuro: se disolvieron 2,784 g de bromato de
potasio (KBrOjz) anhidro y se diluyeron en agua, se
adicionaron 10 g de bromuro de potasio KBr en cristales,

finalmente se disolvieron y diluyerona 1 L .

Acido clorhidrico (HCI): concentrado

Yoduro de potasio (KI): cristales

Tiosulfato de sodio 0.025 M: Se pesaron aproximadamente y
con precision 6,205 g de tiosulfato de sodio pentahidratado en
agua. Se afadieron 0,4 g de hidréxido de sodio y se diluyo a 1

L. Se valoré con disolucion de biyodato de potasio.

Solucién de almidon (2 % P/V): se pesaron 2,0 g de almidén
soluble y 0,2 g de &cido salicilico, como preservante, y se

disolvieron en 100 mL de agua caliente.

d) Reactivos para método directo espectrofotométrico

Solucién tampon de fosfato: se disolvieron 104,5 g de K;HPO,
y 72,3 g de KH,PO4 en agua y se diluyeron hasta 1 L para
obtener un pH de 6,8
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Hidréxido de amonio (NH40OH) 0,5 N: se diluyeron 35 ml de
NH40OH concentrado hasta 1 L con agua

4-aminantipirina (2% P/V). se pesaron 0,5 g de 4-
aminoantipirina y se disolvieron en 25 mL de agua. Este

reactivo se preparo diariamente.

Hexacianoferrato de potasio (KsFe(CN)g): se pesaron 2,0 g de
ferrocianuro de potasio y se disolvieron en 25 ml de agua. Se
almaceno en un frasco de vidrio ambar. Este reactivo se

prepar6é cada semana

2.1.1.2. Preparacion de solucién de reserva, Intermedia y

de trabajo

a) Solucion de reserva

Soluciéon patrén de fenol (1000 mg/L) :(disolucion es toxica,
manipular con extremo cuidado.) Se disolvi6 1.0 gramo de fenol
grado analitico, en agua

destilada para diluir a 1 litro. Ordinariamente esta pesada directa de
fenol produce una solucion valorada; sin embargo se requeria una

exactitud extrema por lo tanto se valoré como sigue:

Se afiadieron 50,0 mL de la disolucién patrén de fenol y 10,0 mL de
la disolucion de bromato-bromuro a 100 mL de agua en un matraz
conico de tapon de cristal de 500 mL. Inmediatamente se afiadieron
5,0 mL de &cido clorhidrico concentrado agitando suavemente. Fue

necesario agregar 3 porciones mas de 10,0 ml de bromato-bromuro
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hasta la persistencia de un color marrén. Se tapé el matraz y se dejé
reposar en obscuridad durante 10 minutos; posteriormente se afadio
1 g de yoduro de potasio.

Se preparo un blanco exactamente de la misma manera, usando
agua destilada y 10,0 mL de disolucion de bromato-bromuro. Se
valoro el blanco y la muestra anterior con tiosulfato de sodio 0.025 N
utilizando como indicador la disolucion de almidon.

La concentracién de la solucion de reserva se calculé como sigue:
Mg fenol/L = 7,842 [(AxB)-C]

A= ml de tiosulfato para el blanco

B= ml de la solucion de bromato-bromuro utilizados para la muestra
divididos por 10

C= ml de tiosulfato usados para la muestra.

b) Soluciones intermedias

Solucién intermedia de fenol (100 mg/l): Se diluyeron 10.0 ml de
solucién reserva de fenol en agua destilada hasta 100 ml. Esta

solucion se prepar6 diariamente.

c) Soluciones de trabajo

Se prepararon dos soluciones de trabajo como sigue

Solucion de trabajo de fenol (10 mg/l): Se diluyeron 10.0 ml de
solucion intermedia de fenol en agua destilada hasta 100 ml. Esta
solucion se preparé a diario

Solucién de trabajo de fenol (Img/L): Se diluyeron 10 ml de solucion

intermedia de fenol hasta 100 ml con agua destilada.
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2.1.1.3. Procedimiento

a) Procedimiento de limpiado

Se tomaron 100 mL de la muestra a analizar, se ajustd el pH a un
valor aproximado de 4,0 con la disolucién de &cido fosférico
utilizando para ello el potenciometro y se pasé por el equipo de
destilacion.

Se destilo la muestra y se recogieron un total de 100 ml de destilado.

b) Procedimiento método directo espectrofotométrico

Se tomaron 100 ml del destilado se transfirieron a un Erlenmeyer de
250, Se afadieron 2,5 mL de la disolucion de hidréxido de amonio
(NH4OH) 0,5N inmediatamente se llevo el pH a 7,9+0,1 con la
solucion tampon de fosfato. Se adiciono 1,0 mL de la disolucién de
4-aminoantipirina se mezcl6 con agitacibn magnética y se afiadié 1,0
mL de la disolucion de hexacianoferrato de potasio y de nuevo se
mezcl6 con agitacion magnética.

Después de 15 min se transfirié a la celda, se leyo la absorbancia de

la muestras a 500 nm.

Estos procedimientos se aplicaron a todos los patrones blancos y

muestras.

2.1.1.4. Preparacion de la curva de calibracion de fenoles
Para realizar la curva de calibracion y posterior andlisis de las
muestras. Se prepararon 9 patrones de 0,1, 0,2,0,5,1, 2, 3,4,5y su

respectivo blanco como se muestras en la tabla 3.
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Patréon | Solucion | Solucién Aforo
(mg/l) |intermedia | intermedia con
(2 mgl/l) (10 mg/l) | destilada
(ml) (ml) (ml)
Blanco 100
0,1 10 100
0,2 20 100
0,5 50 100
1 10 100
2 20 100
3 30 100
4 40 100
5 50 100

2.1.1.5.

Limpieza de vidrieria

Todo el material fue lavado con extran alcalino y se pas6 por
solucion de H,SO4 al 10%. Posteriormente se enjuago muy bien con

agua destilada.

2.1.2. DETERMINACION DE SURFACTANTES ANIONICOS
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La determinacion de surfactantes anidnicos se llevd a cabo
siguiendo el método de surfactantes anidnicos como sustancias
activas al azul de metileno (SAAM), de acuerdo con el procedimiento
establecido en el Standart Methods; Procedimiento 5540 C con una
modificacion en los volumenes, el volumen de muestra se redujo de
100 a 25 mL.

El azul de metileno (un colorante catiénico), reacciona con aniones
organicos para formar sales hidrofobicas de color azul intenso, que
pueden extractarse facilmente con un solvente organico vy
cuantificarse posteriormente por fotometria. Ya que la mayoria de lo
jabone y detergentes que se emplean habitualmente con de
naturaleza anionica, se utiliza esta propiedad del azul de metileno
para valorar el contenido de surfactante anionicos en aguas limpias y

residuales.

Figura 9. Estructura del azul de metileno.
N
N
CHs ClI= CHs;

Figura 10. Sulfonato de alquilbenceno sédico lineal.
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Los compuestos LAS son tensioactivos potentes por el
caracter anfipatico de sus moléculas, formadas por dos partes:

o Parte polar o hidrdfila: La presencia de los grupos sulfonato, SOs3,
ionizados y con carga negativa, hace que esta parte de la
molécula sea soluble en agua.

« Parte apolar o hidroéfoba: la cadena hidrocarbonada (alquilica) no
es soluble en agua. Cuanto mas larga sea la cadena, menos
soluble es el compuesto.

Cuando disolvemos estos compuestos, se concentran en la
superficie del agua, con sus colas hidrofobas hacia fuera y las
cabezas hidréfilas disueltas en agua. Esto disminuye la tensidn
superficial y favorece la limpieza mediante el mecanismo de
formacion de micelas.

2.1.2.1. Reactivos

Todos los reactivos se prepararon con agua destilada y fueron
suministrados por el laboratorio de aguas y suelos de la Corporacion
Auténoma Regional para la defensa de la meseta de Bucaramanga
(CDMB).

LAS (sulfonato de dodecilbenceno sédico)

Solucién indicadora de fenolftaleina alcohdlica.

Hidréxido de sodio (NaOH), 1N

Acido sulfarico (H,SO4), 1INy 6N

Cloroformo (CHCl3)
Nota: el cloroformo es toxico y un probable carcinégeno.
Adoptar las precauciones apropiadas contra la inhalacién y la

exposicion a la piel.
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Azul de metileno: se disolvieron 100 mg de azul de metileno
en 100 ml de agua. Se pesaron 30 ml a un matraz de 1000
ml, Afadiendo 500 ml de agua. 41 ml de &cido sulfurico
(H.SO,4) 6N y 50 gramos de fosfato de sodio, monobasico,
monohidratado, (NaH2PO4*H20) se agito hasta disolucién
total. Para finalmente diluir hasta 1000 ml.

Solucion de lavado: se afiadio 41 ml de H,SO,4 6N a 500 ml de
agua en un matraz de 1000 ml luego se agregaron 50 g de
NaH2PO4*H20 y se agité hasta que se disolvid. Finalmente
se diluyo a 1000 ml.

Alcohol isopropilico

Lana de vidrio: Extraida previamente con CHCI; hasta

eliminar las interferencias.

2.1.2.2. Preparacion de soluciones de reserva y de trabajo

a) Preparacion de solucién de reserva

Solucion LAS de reserva (1000 ppm): se pesO una cantidad de
material de referencia igual a 1,00 g de LAS en una base activa de
100 por 100. Se disolvid en agua destilada y se diluyé hasta 1000
ml. Esta solucidon se almaceno bajo refrigeracién para minimizar la

biodegradacion.

b) Preparacion de solucién de intermedia
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Solucion LAS patron (100 mg/L): se diluyeron 10,0 ml de la solucién
anterior hasta 100 ml con agua destilada. Esta solucién de preparo a

diario.

c) Preparaciones de soluciones de trabajo

Solucién LAS patron (10 mg/L): se diluyeron 10,00 ml de la solucion
anterior hasta 100 ml con agua destilada. Esta solucion se preparé a

diario

Soluciéon LAS patron (1 mg/L): Se diluyeron 10 ml de solucion
intermedia hasta 100 ml con agua destilada.

2.1.2.3. Procedimiento

Se afiadieron 25 ml de la muestra a un embudo de separacién. Se
alcalinizo afiadiendo gotas de NaOH 1N, utilizando como indicador
fenolftaleina. El color rosa se eliminé afadiendo gotas de H,SO4 1N.
Se afiadieron 2,5 ml de CHCIl; y 6,5 ml de azul de metileno. El
embudo se agito vigorosamente durante 30 segundos y se esperé a
gue se separaran las fases.

NOTA: Excesiva agitacion puede hacer que emulsione. Para romper
las emulsiones persistentes afiadir un volumen pequefio de alcohol
isopropilico (<10 ml); afadir el mismo volumen de alcohol
isopropilico a todos los patrones. Algunas muestras requieren un
periodo mas largo de separacion de fases que otras. Antes de
drenar la capa de CHCIl3, se movié suavemente y dejo reposar.

Se separd la capa de CHCI; en un segundo embudo de separacion.
Se enjuago el tubo del primer embudo de separacion con una
pequefia cantidad de CHCI;. Y se repite la extraccion dos veces

mas, utilizando 2.5 ml de CHCI; cada vez.
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NOTA: Si el color azul de la fase acuosa se debilita o desaparece,
desechar y repetir, utilizando una dilucién de la muestra.

Se combinaron todos los extractos de CHCI3 en el segundo embudo
de separacion. Se afadieron 12,5 ml de solucion de lavado y se
agitoé vigorosamente durante 30 segundos. Se dejé reposar, una vez
reposado se extrajo la capa de CHCI; a través del embudo que
contiene un tapon de lana de vidrio en un balon aforado de 25 ml; el
filtrado debe ser claro.

Se extrajo dos veces mas la solucion de lavado con 2,5 ml de CHCl3
cada vez y se afiadio al bal6n a través de la lana de vidrio. Se
recogieron los lavados en el balén, se diluyeron hasta la marca con
CHCI3 y se mezcl6 bien.

La absorbancia se determin6é a 652 nm frente a un blanco de CHClj3,
Este procedimiento se aplic6 a todos los patrones blancos y

muestras.

2.1.2.4.

Para realizar la curva de calibracion se preparan 5 patrones y su

Preparacion de curvas de calibracion

respectivo blanco como se muestras en la tabla 4

Patron | Solucién | Solucion Aforo
(mgll) de de con
trabajo trabajo | destilada
1 mg/L | 10 mg/L (ml)
(ml) (ml)
Blanco 25
0,2 5 25
0,4 10 25
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0,5 12,5 S 25
1 --- 2,5 25
2 --- 5 25

2.1.2.5.

Limpieza de vidrieria

Todo el material fue lavado con extran alcalino y se pasé por

solucion de H,SO, al 10%. Para posteriormente ser enjuago muy

bien con agua destilada.

2.1.3.

Muestras analizadas

10 Blancos de muestra independientes medidos una vez cada

uno

Se analizaron blancos de muestra con adicion del analito en
una gama de niveles de concentracién, en cada nivel de
concentracion se midieron 10 réplicas independientes. La
medicion de las réplicas a los diferentes niveles se midio

aleatoriamente

Se corrieron 7 ensayos en dias diferentes con una diferencia
maxima de 3 dias entre un ensayo y otro (viernes - lunes).
Este grupo basico de “muestras” se corrié por duplicado para
un total de 14 datos diarios. Cada grupo de muestras se
analizé en el mismo dia corriendo todas las muestras en
forma paralela.

Grupo basico de muestras.

Bk: Blanco de reactivos y procedimiento
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« E.b: Estandar de concentracién baja

« E.m Estandar de concentracion media (Aprox. El 50% del
rango)

o E.a Estandar de concentracion alta (Aprox. EI 90% del rango)

e Mb Muestra natural (Conc <50% del rango)

e Ma muestra natural (Conc >>Mb)

 Mb.A.b Mb adicionada con un nivel bajo (Max el 30% del valor

de Mb)
« Mb.A.a Mb adicionada con un nivel alto (Min el 50% del valor
Mb)
2.1.4. Tratamiento estadistico

Una vez obtenidos los datos, es necesario realizar un tratamiento
estadistico que permita obtener informacion de cada método, para lo
cual se tienen en cuenta ciertos parametros que sirven como
criterios de confianza del método analitico.

Este estudio estadistico es una prueba que permite al laboratorio
ofrecer resultados analiticos de calidad y con un alto grado de

confianza.

2.1.4.1. Limite de deteccién

Podemos definir el limite de deteccion como la concentracion de
analito que, cuando se procesa a través del método completo,
produce una sefal con una probabilidad del 95% de ser diferentes
del blanco

LDM: Blanco de muestra + 3 s;

Donde s: desviacion estandar de la muestra de blancos
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2.1.4.2. Limite de cuantificacion
El LoQ se puede expresar como la concentracion del analito
correspondiente a los valores del blanco de muestra mas: 10 veces

la desviacion estandar de los mismos

2.1.4.3. Intervalo de trabajo o intervalo lineal

Para determinar el intervalo lineal se analiza blanco mas blancos de
muestra fortificados a varias concentraciones. A partir de estos se
grafica la respuesta de medicion (eje y) contra la concentracion del
mensurado (eje X) visualmente se examina para identifica el intervalo
lineal aproximado y los limites superiores e inferiores del intervalo de
trabajo.

Una vez hecho esto se calcula el coeficiente de regresién, los
valores residuales (diferencia entre el valor verdadero de “Y” y el
valor predicho por la linea recta para cada valor de “X”). La
distribucion aleatoria alrededor de la linea recta confirma la
linealidad. Tendencias sistematicas indican no- Linealidad.

2.1.4.4. Precision
Las mediciones para LoQ se realizaron bajo condiciones de
repetibilidad de estos datos también se obtiene una medida de la

precision expresada como coeficiente de variacion

s
CV = —%100
X

Donde s: desviaciéon estandar

X: promedio
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2.1.4.5. Exactitud
La exactitud se expresa en términos de error relativo, de acuerdo
con

XTeorico - XExperimental

0% error = x 100

XTeorico

Este sera determinado en base a las pruebas de intercalibracién

presentadas ante el IDEAM en marzo del 2013

2.1.4.6. Cartas de control

Las cartas de control hacen parte del control de calidad analitico y
permiten llevar un control sobre el método realizado indicando
consistencia dia a dia, para poder establecer de esta manera si
existen 0 no tendencias dependientes del tiempo en los resultados,
asociados a inevitables errores aleatorios; que mediante la
determinacién de ciertos limites de confianza. Limites de aviso y de

accion, que se calculan de acuerdo con la siguiente formulacion:

Linea de accidn superior (LAS) = Xprom + 3*s

Linea de aviso superior (LAS) = Xprom + 2*s

Promedio

Linea de aviso inferior (LAl) = Xprom - 2*s

Linea de accion superior (LAI) = Xprom - 3*s
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2.1.4.7. Incertidumbre

Al estimar la incertidumbre de la medicion, se debe tomar en cuenta
todos los componentes de la incertidumbre que sean importantes en
una situacion dada, utilizando métodos de analisis aceptados.

Para la estimaciéon de la incertidumbre se determind segun el texto

Guide to the expression of uncertainty in measurement (GUM)
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. COMPUESTOS FENOLICOS
3.1.1. Resultados etapa de prevalidacién
3.1.1.1. Curva de calibracién y linealidad

Se realizaron 5 curvas de calibraciéon cada una con 8 estandares,

obteniéndose los resultados presentados en la tabla 5.

Concentracion Curva | Curva | Curva | Curva | Curva
mg/L 1 2 3 4 5

0,1 0,0025 | 0,0018 | 0,0090 | 0,0060 | 0,0055

0,2 0,0095 | 0,0174 | 0,0181 | 0,0158 | 0,0148

0,5 0,0439 | 0,0391 | 0,0433 | 0,0444 | 0,0425

1 0,084 | 0,094 | 0,0930 | 0,0997 | 0,0966

2 0,1946 | 0,1775 | 0,1884 | 0,2030 | 0,1872

3 0,2772 | 0,2757 | 0,2890 | 0,2852 | 0,2767

4 0,3706 | 0,3647 | 0,3782 | 0,3844 | 0,3671

5 0,4583 | 0,4602 | 0,4597 | 0,4835 | 0,4515

La curva de calibracion definitiva se escogio teniendo en cuenta la

que presenta mejor coeficiente de correlacion R?
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Tabla 6.

Curvas R?

Curval | 0,9989
Curva2 | 0,9996
Curva3 | 0,9992
Curva 4 | 0,9993
Curva 5 | 0,9994

La relacion permiti6 establecer

una relacién

lineal

entre

la

absorbancia y la concentracion, definida por la ecuacion presentada

en la Figura 8 (absorbancias Vs. Concentraciones de las soluciones

patrén).
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Figura 11. Curva de calibracion compuestos fendlicos.

Curva de calibracion

y =0,0927x-0,0043
R?=0,9996
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La ecuacién y=0,0927x — 0,0043, al presentar un coeficiente de
correlacion de 0,9996 indica que se presenta una fuerte asociacion
lineal entre las dos variables relacionadas, en este caso, entre la
concentracion y la absorbancia.

Los blancos de reactivo estudiados, contenian todos los
componentes excepto que el desarrollaba la reaccion coloreada. Es
necesario medir la absorbancia del blanco, ya que generalmente
presenta cierto color o alguna absorbancia, la cual no esta
relacionada con la reaccion colorimétrica. Esta absorbancia “basal”
se resto a la absorbancia de la reaccion como tal en cada uno de los

patrones y muestras leidas.

Como modo para confirmar la linealidad calculamos y graficamos los

valores residuales los cuales se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Valores residuales para fenoles.

Concentracion en | Concentracion predicha por la Error
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mg/L recta residual
0,1 0,0658 0,0342
0,2 0,2341 -0,0341
0,5 0,4682 0,0318
1 1,0604 -0,0604

2 1,9612 0,0388
3 3,0205 -0,0205
4 3,9806 0,0194
5 5,0108 -0,0108

Figura 12. Grafico de valores residuales para curva de fenoles.

Errores residuales
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Calculando y graficando los valore residuales (diferencia entre el

valor verdadero de “Y” y el valor predicho por la linea recta, para
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cada valor de “X” se puede apreciar una distribucion aleatoria

alrededor de la linea recta lo que confirma la linealidad

3.1.1.2. Limite de deteccidén y cuantificacion
Las concentraciones de cada una de los patrones preparados, se
hallaron utilizando la ecuacion descrita anteriormente y los datos

obtenidos se presentan en la tabla 8.

Patron
mglL Blancos 0,05 0,1 0,15 0,2
0,0073 0,0565 0,1175 0,1507 0,2229
0,0425 | 0,0275 | 0,1256 | 0,1901 | 0,2196
» 0,0002 0,039 0,0741 | 0,1697 | 0,2145
E’ -0,005 0,1087 | 0,1217 | 0,1524 | 0,1953
:§ 0,0267 0,075 0,0626 | 0,1371 | 0,2044
g 0,0233 | 0,0709 | 0,1096 | 0,1392 | 0,1894
§ 0,0137 | 0,0777 | 0,0693 | 0,1496 | 0,1917
S -0,003 0,0569 | 0,1518 | 0,1799 | 0,1908
0,0041 | 0,0372 | 0,0668 | 0,1434 | 0,1975
0,0127 | 0,0613 | 0,1257 | 0,1633 | 0,2023
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Una interpretacion estadistica de los datos, nos permite establecer

los siguientes términos

Patron . Desviacion | Coeficiente Variacion
Promedio 5
mg/L Estandar %
Blancos 0,012 0,01 122,1
0,05 0,061 0,02 38,8
0,1 0,102 0,03 30,7
0,15 0,158 0,02 11,3
0,2 0,203 0,01 6,1

El limite de deteccibn del método y de cuantificacion

respectivamente, estan dados por:

LoD =y + 3s = 0,082mg/L

LoQ=yy + 10 s =0,16 mg/L

El LoD que indica la minima cantidad analitica distinguible detectada
por el espectrofotobmetro para este método, es 0,08 mg de fenol en
un litro de solucion, hecho que se puede ver en el patrén de 0,1

mg/L, donde el coeficiente de variacion es muy alto 30,7 %.

Por su parte, el LoQ es 0,16 mg de fenol en un litro de solucion,

concentracion a partir de la cual los resultados generados son

precisos y reproducibles, y se ven reflejados en el bajo porcentaje

del coeficiente de variacion reportado por el patron de 0,2 que fue de
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6,1 valor aceptable ya que el laboratorio de aguas y suelos de la
CDMB tiene establecido que los coeficientes de variacion deben ser

menores al 10% para que sean aceptables.

El establecimiento de estos limites indica que, valores por debajo de
0.08 no son detectables; concentraciones por encima de este valor
proporcionan una sefal en el espectrofotdmetro significativamente
diferentes de la sefial del blanco o ruido de fondo, pero no son
cualitativas, finalmente, concentraciones por encima de 0,16 mg/L de
fenol son cuantitativas y reproducibles con un alto grado de

confianza.

3.1.2. Resultados etapa de validacion
En esta etapa se analizé el grupo basico de muestras las cuales de

corrieron por duplicado para un total de 16 datos diarios. Los datos

obtenidos se muestras en la tabla 10.
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RESULTADQOS DEFINITIVOS

Fenol mg/L

DIA Bk Eb Em Ea Mb Ma MbAb MbAa
1 0,0412 0,22 2,01 412 1,91 3,98 2,47 3,75
0,0083 0,22 2,02 4,22 2,08 4,00 2,52 3,81
5 0,0138 0,21 2,10 4,24 2,06 3,93 2,44 3,83
-0,0010 0,20 2,09 4,26 2,10 4,04 2,54 3,79
3 0,0193 0,20 2,09 4,25 2,08 3,97 2,56 3,90
0,0211 0,19 2,09 4,09 2,02 4,04 2,48 3,75
4 0,0044 0,19 2,11 4,22 2,07 4,09 2,49 3,75
-0,0160 0,19 2,12 4,14 2,06 3,99 2,47 3,92
5 -0,0100 0,20 2,12 4,07 2,02 4,01 2,52 3,84
0,0191 0,20 2,03 4,18 2,10 3,94 2,52 3,72
6 -0,0030 0,20 2,12 4,06 1,93 3,90 2,47 3,75
0,0158 0,21 2,10 4,21 2,06 3,94 2,45 3,82
7 -0,0020 0,20 2,12 2,21 2,09 4,01 2,50 3,76
0,014 0,22 2,13 4,24 1,99 4,08 2,54 3,75

3.1.2.1. Rechazo de datos

Todos los datos fueron sometidos a la prueba T para evaluar si se
debia rechazar algun dato
Para un valor alto:

T = Xmaxino — Xpromedio
S

Para un valor bajo:

XPromedL'o - XMl’nimo
S

T =

Si el T calculado es mayor que el T tedrico de la tabla el dato se
rechaza. Los valores de T calculados para cada grupo de datos se

aprecian en la tabla 11.
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Bk Eb Em Ea Mb Ma MbAb MbAa
Numero de datos 14 14 14 14 14 14 14 14
Promedio 0,0090 0,20 2,09 4,18 2,04 3,99 2,50 3,81
Desviacion estandar | 0,0148 0,0117 0,0378 0,0673 0,0596 0,0568 0,0359 0,0616
Minimo -0,016 0,19 2,01 4,06 1,91 3,90 2,44 3,72
Maximo 0,0412 0,22 2,13 4,26 2,10 4,09 2,56 3,92
T bajo 1,68 1,26 2,04 1,76 2,18 1,72 1,49 1,46
T alto 2,17 1,59 1,04 1,14 1,01 1,70 1,75 1,92
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37

Ningun valor de T calculado fue mayor que el T tedrico por lo tanto

ningun dato se rechaza.

3.1.2.2. Verificaciéon de limite de deteccién y cuantificacion

Los limites de deteccidbn y cuantificacion que ya han sido
determinados en la etapa de prevalidacién se reconfirman con los
datos de los blancos del grupo basico de muestras de la validacion

Tomando el promedio de blancos y desviacion estandar de la tabla

11 se calcula como sigue:
LoD =y + 3s = 0,090 mg/L

LoQ=yy + 10 s =0,16 mg/L

3.1.2.3. Recuperaciones
El calculo de recuperaciones se realizé como sigue:
Recuperaciéon muestra con adicion baja

MbAb — Mb

% Recuperacion = 05

Recuperaciéon muestra con adicién alta
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MbAb — Mb
2,0

% Recuperacion =
En donde 0,5 y 2,0 mg/L fueron los estandares bajo y alto

adicionados a la muestra natural

Obteniéndose recuperaciones de 91.4 % para la adicion baja y 88,3
% para la adicion alta. Porcentajes de recuperacién satisfactorios ya
que el laboratorio tiene como rango aceptable de recuperaciones del

85 al 115 por ciento.

3.1.2.4. Precision
Eb Em Ea Mb Ma MbAb MbAa
Promedio 0,20 2,09 4,18 2,04 3,99 2,50 3,81
Desviacién estandar |  0,0117 0,0378 | 0,0673 | 0,0596 | 0,0568 | 0,0359 | 0,0616
CV % 5,7 1,8 1,6 2,9 14 1.4 1,6

Los coeficientes de variacion todos menores al 10% (valor maximo
establecido por el laboratorio) nos indican una buena precisién en

los resultados.

3.1.2.5. Exactitud
La exactitud se expresa en términos de error relativo, de acuerdo

con
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%Error =

XTeorico - X Experimental

X Teorico

* 100

Y se determin6 en base a la prueba de intercalibracion presentada

ante el IDEAM en marzo de 2013

En esta prueba, se determiné el mismo parametro a dos muestras

de concentraciones diferentes, una con un alto contenido del analito

y otra con una baja concentracion.

Valor | Valor de | Desviaci6 | Z Puntos | Porcentaj | %
reportad | referenci n scor | asignado e erro
0 a estandar e S completad | r
0
0,57 0,528 0,0807 | 0,46 100 7.9
1,01 0,920 0,139 0,68 100 9,7
3.1.2.6. Cartas de control

Se realiz6 la respectiva carta de control con un patrén de 2 mg/L

utilizando 25 datos obtenidos en 25 dias diferentes dias diferentes
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Tabla 14. Parametros estadisticos para carta de control de compuestos fendlicos.

Parametros de carta de Concentracion
control (mg/L)

Promedio 2,09
Desviacion estandar 0,06
Limite de accion superior 2,27
Limite de aviso superior 2,21
Limite de aviso inferior 1,98
Limite de accion inferior 1,92

Figura 13. Carta de control compuestos fenol

Carta de control Compuestos
Fendlicos
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Limite de aviso superior Limite de aviso inferior
—— Limite de accidn inferior Limite de accidn superior

Promedio

3.2. SURFACTANTES ANIONICOS

3.2.1. Resultados etapa de prevalidacién
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3.2.1.1.

Curva de calibracién y linealidad

Se realizaron 5 curvas de calibracién cada una con 5 estandares,

obteniéndose los resultados presentados en la tabla 15.

Concentraci6
Curval | Curva2 | Curva3 | Curva4 | Curvab
n mg/L

0,2 0,13575 0,053 0,0594 0,0899 0,0873

0,4 0,1454 0,1285 0,134 0,1413 0,1320

0,5 0,1693 0,1736 0,1497 0,177 0,1490

1 0,3779 0,2757 0,3551 0,3468 0,2929

2 0,6444 0,645 0,5893 0,667 0,5886

Al igual que con el método anterior La curva de calibracion definitiva

se escogid teniendo en cuanta la que presenta mejor coeficiente de

correlacion R2

Curvas R?

Curval | 0,9844
Curva2 | 0,9906
Curva 3 | 0,9857
Curva 4 | 0,9995
Curva 5 | 0,9979

Esta relaciébn permiti6 establecer una relacion lineal entre la

absorbancia y la concentracion, definida por la ecuacion presentada
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en la Figura 14 (absorbancias Vs. Concentraciones de las soluciones

patron).

Figura 14. Curva de calibracion surfactantes anidnicos.

Curva de calibracion
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R?=0,9995
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La ecuacion (y=0,3246x + 0,0182) al presentar un coeficiente de
correlacion de 0,9995 indica que se presenta una fuerte asociacion
lineal entre las dos variables relacionadas, en este caso, entre la
concentracion y la absorbancia.

Los blancos de reactivo estudiados, contenian todos los
componentes excepto que el desarrollaba la reaccion coloreada. Es
necesario medir la absorbancia del blanco, ya que generalmente
presenta cierto color o alguna absorbancia, la cual no esta
relacionada con la reaccion colorimétrica. Esta absorbancia “basal”
se resto a la absorbancia de la reaccion como tal en cada uno de los

patrones y muestras leidas.

Como modo para confirmar la linealidad calculamos y graficamos los

valores residuales los cuales se muestran en la tabla 17.
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Tabla 17. Valores residuales para surfactantes aniénicos.

) Concentracion
Concentracion . Error
predicha por la _
en mg/L residual
recta

0,2 0,2219 -0,0219

0,4 0,3795 0,0205

0,5 0,4889 0,0110

1 1,0095 -0,0095

2 1,9911 0,0089

Figura 15. Grafico de valores residuales para curva surfactantes aniénicos.

Errores residuales
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Calculando y graficando los valore residuales (diferencia entre el
valor verdadero de “Y” y el valor predicho por la linea recta, para
cada valor de “X” se puede apreciar una distribucion aleatoria

alrededor de la linea recta lo que confirma la linealidad

3.2.1.2.

Las concentraciones de cada una de los patrones preparados, se

Limite de deteccién y cuantificacion

hallaron utilizando la ecuacién descrita anteriormente y los datos

obtenidos se presentan en la tabla 17.

Patron
mglL Blancos 0,05 0,1 0,2
-0,005 -0,022 0,0742 | 0,1817
-0,003 -0,004 0,0894 0,1908
<'@ 0,0002 -0,002 0,0999 | 0,1984
E 0,0041 | 0,0099 | 0,1110 | 0,1987
:§ 0,0073 0,011 0,1120 | 0,1993
% 0,0127 | 0,0138 | 0,1127 | 0,1999
:%: 0,0137 | 0,0145 | 0,1147 | 0,2008
0,0233 | 0,0204 | 0,1194 | 0,2026
0,0267 | 0,0304 | 0,1377 | 0,2242
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| | 0,0425 | 0,0890 | 0,1468 | 0,2272 |

Una interpretacion estadistica de los datos, nos permite establecer

los siguientes términos

Coeficiente
Patron Desviacion.
Promedio Variacion
mg/L Estandar

%
Blancos 0,0123 0,01 1221
0,05 0,0161 0,03 182,8
0,1 0,1118 0,02 18,9

0,2 0,2024 0,01 6,8

El limite de deteccibn del método y de cuantificacién

respectivamente, estan dados por:

LoD =yp +3s=0,1mg/L
LoQ=yy + 10 s = 0,20 mg/L

El LoD que indica la minima cantidad analitica distinguible detectada
por el espectrofotdmetro para este método, es 0,1 mg de fenol en un
litro de solucion, hecho que se puede ver en el patron de 0,1 mg/L,

donde el coeficiente de variacién es muy alto 18,9 %.

Por su parte, el LoQ es 0,20 mg de fenol en un litro de solucion,
concentracion a partir de la cual los resultados generados son
precisos y reproducibles, y se ven reflejados en el bajo porcentaje
del coeficiente de variacion reportado por el patron de 0,2 que fue de

6,8. Valor aceptable ya que el laboratorio de aguas y suelos de la
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CDMB tiene establecido que los coeficientes de variacion deben ser

menores al 10% para que sean aceptables.

El establecimiento de estos limites indica que, valores por debajo de
0.1 no son detectables; concentraciones por encima de este valor
proporcionan una sefial en el espectrofotometro significativamente
diferentes de la sefial del blanco o ruido de fondo, pero no son
cualitativas, finalmente, concentraciones por encima de 0,20 mg/L de
fenol son cuantitativas y reproducibles con un alto grado de

confianza.

3.2.2. Resultados etapa de validacion
En esta etapa se analizé el grupo basico de muestras las cuales de

corrieron por duplicado para un total de 14 datos diarios. Los datos

obtenidos se muestran en la tabla 19.
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RESULTADOS DEFINITIVOS

Surfactantes anidnicos

DIA Bk Eb Em Ea Mb Ma MbAb MbAa
1 -0,019 0,20 1,01 2,21 0,62 1,59 0,90 1,59
0,0192 0,22 1,01 1,96 0,63 1,46 0,89 1,59
5 -0,001 0,20 0,97 1,97 0,62 1,55 0,89 1,48
0,0099 0,22 0,97 1,98 0,57 1,59 0,90 1,47
3 0,0224 0,20 1,04 1,98 0,61 1,57 0,88 1,47
-0,016 0,22 0,97 2,15 0,62 1,47 0,90 1,47
4 0,0181 0,22 1,04 2,18 0,60 1,59 0,89 1,54
-0,033 0,22 1,01 2,00 0,62 1,54 0,90 1,48
5 -0,023 0,20 1,01 2,15 0,55 1,53 0,86 1,53
0,0071 0,21 0,91 2,17 0,57 1,48 0,87 1,49
6 0,0137 0,21 0,92 2,00 0,62 1,52 0,88 1,50
-0,024 0,21 0,94 1,95 0,60 1,50 0,88 1,59
7 -0,022 0,21 0,82 2,06 0,57 1,53 0,89 1,46
0,0147 0,20 1,04 1,94 0,62 1,44 0,89 1,47
3.2.2.1. Rechazo de datos

Todos los datos fueron sometidos a la prueba T de igual forma que

se hizo con el método anterior.

Los valores de T calculado para cada grupo de datos se aprecian en

la tabla 20.
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Bk Eb Em Ea Mb Ma MbAb MbAa
Numero de datos 14 14 14 14 14 14 14 14
Promedio -0,002 0,21 0,98 2,05 0,60 1,52 0,89 1,51
Desviacion estandar | 0,0196 0,0092 0,0604 0,1001 0,0250 0,0508 0,0103 0,0487
Minimo -0,033 0,20 0,83 1,94 0,55 1,44 0,87 1,46
Maximo 0,02 0,22 1,04 2,21 0,63 1,59 0,90 1,59
Tbajo 1,57 1,64 2,49 1,10 1,98 1,75 2,24 0,91
Talto 1,27 1,44 1,03 1,61 1,18 1,37 1,10 1,74
Ttedrico 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37

El valor de T bajo para la muestra Em es mayor que el T teérico por
gue tanto ese dato se debe rechazar.

3.2.2.2. Verificaciéon de limite de deteccién y cuantificacion
Los limites de deteccidbn y cuantificacion que ya han sido
determinados en la etapa de prevalidacién se reconfirman con los
datos de los blancos del grupo basico de muestras de la validacion
Tomando el promedio de blancos y desviacion estandar de la tabla

20 se calculan como sigue:
LoD =y + 3s=0,08 mg/L

LoQ=yy + 10 s =0,19 mg/L

3.2.2.3. Recuperaciones
El calculo de recuperaciones se realiz6 como sigue:
Recuperaciéon muestra con adicion baja

MbAb — Mb

% Recuperacion = 03
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Recuperacion muestra con adicién alta

MbAa — Mb
1,0

% Recuperacion =
En donde 0,3 y 1,0 mg/L fueron los estandares bajo y alto

adicionados a la muestra natural

Obteniéndose recuperaciones promedio de 95.4 % para la adicion
baja y 90,37% para la adicidn alta. Que como ya se menciond estos

valores entran en el rango de aceptacion del laboratorio

3.2.2.4. Precision
Eb Em Ea Mb Ma MbAb MbAa
Promedio 0,21 0,98 2,05 0,60 1,52 0,89 1,51
Desviacién estandar |  0,0092 0,0604 0,1001 0,0250 0,0508 0,0103 0,0487
V% 4,37 6,19 4,88 4,16 3,33 1,15 3,23

El coeficiente de variaciéon todos menores al 10% (valor maximo
establecido por el laboratorio) nos indican una buena precisién en

los resultados.
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3.2.2.5. Exactitud
Valor | Valor de | Desviacio | Z Puntos | Porcentaj | %
reportad | referenci n scor | asignado e erro
0 a estandar e S completad | r
0
1,60 1,56 0,203 0,20 5 100 2,5
3,05 3,55 0,618 - 5 100 14
0,81
3.2.2.6. Cartas de control

Se realizé la respectiva carta de control con un patron de 1 mg/L

utilizando 25 datos obtenidos en 25 dias diferentes.

Parametros de carta de | Concentracion
control (mg/L)
Promedio 0,96
Desviacion estandar 0,05
Limite de accion
_ 1,12
superior
Limite de aviso
_ 1,07
superior
Limite de aviso inferior 0,86
Limite de accion
_ . 0,81
inferior
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Figura 16. Carta de control surfactantes aniénicos

Carta de control surfactantes anionicos
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4. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE LOS METODOS

4.1. COMPUESTOS FENOLICO

El método se basa en la reacciéon de un compuesto fendlico con
ferrocianuro de potasio y aminoantipirina para dar un color entre
amarillo y rojo, color que se lee espectrofotométricamente a 500 nm.
La intensidad de color es directamente proporcional a la
concentracion del compuesto fendlico en la muestra.
El célculo involucrado en la medicibn de la concentraciones
empleando la técnica de espectrofotometria de ultravioleta visible
esta dado por la ecuacion 1

Ym = Y(x-B) ¢y
Donde:
¥m= Concentracién del mensurando

Y(x-p)= Concentracion del mesurando que se mide en el instrumento

41.1. Fuentes de incertidumbre

- Incertidumbre asociada a la curva de calibracion

- Incertidumbre asociada a los patrones preparados
e Incertidumbre asociada a la preparacion del fenol de
reserva: incluye la incertidumbre asociada a la masa
molar, al volumen preparado, a la pesada del reactivo y

ala pureza
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¢ Incertidumbre asociada a cada una de las diluciones
realizadas para llegar a las concentraciones de los

patrones de la curva

41.2. Calculo de incertidumbre

41.2.1. Concentracion de masa (mg/L) de fenoles medidos
en el instrumento a través de la curva de

calibracion y,_p,

La curva de calibracion. Se basa en el algoritmo matematico de
minimos cuadrados. La incertidumbre debida a la curva de
calibracion se calculé de acuerdo al apéndice E.4 de Eurachem
(CITAC guide Third edition 2012.)
La ecuacion tipica de una curva de calibracion esta dada por

&= byy + by
Despejando la componente que corresponde a la concentracion

_a_bo

Donde:

y = Concentracion de masa (mg/L) de fenol
a = Absorbancia.

b, = Ordenada al origen

b,= Pendiente
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St 1 (Y( -B) — YMrc)?
Hy(m-B) = b_l\/_+_+ -

Donde:

Uy (m-p) = Incertidumbre del mensurando obtenida por el instrumento

Concentracion _
(malL) 1 2 3 Promedio

0,1 0,0019 0,0017 0,0018 0,0018
0,2 0,0178 0,0181 0,0163 0,0174
0,5 0,0391 0,039 0,0392 0,0391
1 0,0946 0,0942 0,0932 0,094
2 0,1776 0,178 0,1769 0,1775
3 0,276 0,2756 0,2755 0,2757
4 0,3652 0,3646 0,3643 0,3647
5 0,4594 0,4605 0,4607 0,4602

b1 0,0927

85 0,0043

p

n

Sxx

S = Desviacién estandar residual del calculo de regresion lineal

b,= Pendiente calculada

P = Numero de réplicas de la muestra

n = Numero de puntos de la curva de calibracion multiplicado por el

numero de réplicas de cada punto (Total de datos)

Ym-p) = Concentracion en estudio

Yurc = Promedio de concentraciones calculadas
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S.x = Suma de cuadrado de los residuales de las concentraciones

obtenidas

La desviacion estandar de los residuales “S” esta dada por:

;'l=1[a_(b0+b1*)/j]
n—2

S =

La suma de cuadrado de los residuales de las concentraciones

obtenidas esta dada por:

n
Sxx = z(yj - ]7)2

j=1
S= deviacion estandar residual del célculo de la regresion lineal
a = Las lecturas observadas correspondientes a las concentraciones
conocidas de los patrones con los que se calibro el instrumento
y= promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones de
referencia empleadas en cada uno de los puntos de la curva de
calibracion
b, = Ordenada al origen de la curva de calibracion
b,=Pendiente calculada de la curva de calibracién
n= Numero total de datos
y;= concentracion de masa de cada patrén de referencia que se

utilizdé en la curva de calibracion
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S 0,0044
Sxx 72,34
P 3
N 24
b1 0,0927
02-2-5
Y(m-B) mglL
_ 1,975
Y MRC L

La incertidumbre se calculé para los rangos bajo (0,2 mg/L), medio
(2 mg/L) y alto (5 mg/L)

Concentracion
0,2 2 5
(mg/L)
by (mg/l) 0,0294 0,0296 0,0367

La incertidumbre estandar relativa por calibracion

Hy
UIER(curva de calibracién) — Concentracion
Concentracion (mg/L) 0,2 2 5

UIER(CurvadecaIibracic')n) (mgll) 0,1469 0;0148 0,0073
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4.1.2.2. Incertidumbre asociada a los patrones preparados

a) Incertidumbre debida a la pureza del reactivo

La pureza del fenol figura en el certificado como 99,7% £ 0,7 %.
Debido a que no hay ninguna informacién adicional acerca de la

incertidumbre, se supone una distribucién rectangular.
0,007

H(pureza) = f = 0,0040
La incertidumbre estandar relativa
0,0040415
HiER(Pureza) = ~0997 = 0,0040

b) Incertidumbre asociada a la pesada del reactivo

El certificado de calibraciéon de la balanza nos muestras un valor de
incertidumbre estimado en = 0,14 mg con un factor de cobertura k=2

_ Ucertificado
Upalanza = k

0,033
UBalanza = T = 0,0165

Esta contribucion se tiene en cuenta dos veces, una por tarar la
balanza y la otra por el pesar el reactivo
La incertidumbre combinada esta dada por

Hmpenory = v (0,0165)2 + (0,0165)% = 0,0233

La incertidumbre estandar relativa: para obtener la incertidumbre
estandar relativa se divide sobre la cantidad de reactivo pesada.
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HIER(mfenol) = 000 = 2,333x107°

0,0233

c) Incertidumbre asociada a la masa molar del fenol

Esta contribucion es obtenida a partir de la incertidumbre de los

pesos atomicos de cada uno de los elementos reportados por la

IUPAC, ver ANEXO 1.

Formula quimica del fenol: C¢HsOH

La IUPAC sugiere que se calcule la incertidumbre estandar por

medio de una distribucion triangular

HUmasa molar

UElemento = \/§

Peso Incertidumbre citada por la Incertidumbre
Elemento | atomico IUPAC estandar
C 12,0107 +0,0008 0,0004619
H 1,00794 +0,00007 0,0000404
O 15,9994 +0,0003 0,0001732
Incertidumbre
Elemento| Calculo Resultado estandar
Ce 6* 12,0107 72,0642 0,0028
Hs 5% 1,00794 5,0397 0,0002
O 15,9994 15,9994 0,00017

Calculando la masa molar del fenol: 93,1033 g mol

Debido a que esta expresion es una suma de valores

independientes, la incertidumbre estandar es la raiz cuadrada de la

suma de los cuadrados de las contribuciones
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Himasa—fenoty = +/(0,0028)2 + (0,00020)2 + (0,00017)2 = 0,0028

La incertidumbre estandar relativa para el fenol

0,0028 s
HIER(masa molar—fenol) = m = 2,99x10

d) Incertidumbre asociada al volumen de reactivo preparado

El volumen tiene 3 fuentes de incertidumbre

Incertidumbre por calibraciéon: la incertidumbre del material
volumétrico utilizado para aforar la solucion del reactivo fue de tipo
A. el fabricante asegura un volumen para el balon de 1000 + 0,6 mL.
Se asume una distribucion triangular para el calculo de la

incertidumbre estandar.

HUcatibracion = — = 0,245 ml

V6

Incertidumbre por temperatura: la incertidumbre debida a la falta
de control de la temperatura se calcula teniendo en cuenta el
coeficiente de expansion volumétrico para el agua y asumiendo una
variacion de temperatura posible.
El balén se calibro a una temperatura de 20°C, mientras que la
temperatura del laboratorio varia entre +4 °C. El coeficiente de
expansion del volumen del liquido se considera mayor que el del
baldn, por lo que solo se considera del agua.
El coeficiente de expansion para el agua es 2,1x10, la variacién del
volumen debida a la temperatura esta dada por:

Variacion del volumen = +(1000 x 4 * 2,1x10™%) = +0,84 mL
La incertidumbre estandar se calcula asumiendo la distribucion

rectangular para la variacion de la temperatura
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UTemperatura = f = 0,48 ml

Incertidumbre por repetibilidad: la incertidumbre debida al llenado
se estima por un experimento de repetividad efectuado del balén
usado. Una seria de 10 llenadas y pesadas, se obtuvo una

desviacion estandar de 0,4115 mL.

0,1354
Ugepetibilidad = T

Ugepetibilidad = 0,2376 mL

Las 3 contribuciones se combinan para dar la incertidumbre estandar

del volumen

Uyotumen = \/(0245)2 + (0:48)2 + (0;2376)2 = 0,5929 mL

La incertidumbre estandar relativa del volumen del reactivo es

0,5599
HIER(Volumen) = 000 = 0,0006

La incertidumbre combinada estandar relativa para la preparacién

del reactivo de reserva preparado de 1000 mg/l esta dada por

HIER(fenol de resera)

= (\/(MlER(Volumen))2 + (.uIER(masa molar—fenol))2 + (.MIER(P))2 + (.uIER(mfenol))z)

HIER(fenol de resera)

= (\/(0,0006)2 + (2,99x105) + (0,0040) + (2,333x105)?)

HIER(fenol de resera) = (0,0041)
Ufenol de reserva = (0,0041) = Co
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Ufenol de reserva = (0,0041) = 1000

Ufenol de reserva = 4,0970

e) Incertidumbre asociada a las diluciones

La incertidumbre derivada de la dilucién viene dada por:

Bo\? | (Haii)?
Upitucion = \/(Vv) + (Val%)
ali

Donde los términos de la raiz representan la incertidumbre debida a

la medicion del volumen del estandar y a la de las alicuotas,
respectivas.
La incertidumbre generada por los patrones teniendo en cuenta las

diluciones realizadas viene dada por:

2
2
_ .ufenol de reserva Upilucion
.uIER(Para cada patréon) — C +
fenol de reserva f

Donde:

Urenol de reserva= INCertidumbre del patron de reserva de partida
Crenol de reserva= CoOncentracion del patron de reserva de partida
f=factor de dilucion

Las diluciones realizadas para obtener las concentraciones de los

patrones de 0,2, 2 y 5 mg/L fueron las siguientes:

Dilucién 1: patrén de 1000 a 100 mg/L
Dilucién 2: patrén de 100 a 10 mg/L
Dilucion 3: patron de 10 a 5 mg/L
Dilucion 4: patron de 10 a 2 mg/L
Dilucién 5: patrén de 10 a 1 mg/L

Dilucién 6: patrén de 1 a 0,2 mg/L
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Las diluciones 1, 2 y 5 se realizaron de la misma forma: tomando
alicuotas de 10 mL con pipetas volumétricas de + 0,02 y llevando a

un volumen final de 100 mL en un matraz de + 0,1.

Las diluciones 4 y 6 se realizaron de la misma forma: tomando
alicuotas de 20 mL con pipetas volumétricas de + 0,03 y llevando a

un volumen final de 100 ml en un matraz de + 0,1
La dilucién 3 se realizd6 tomando una alicuota de 50 mL con una
pipeta volumétrica 0,05 y llevando a un volumen final de 100 en un

matraz de + 0,1

Para preparar el patrén de 0,2 mg/L de la curva de calibracion se

realizaron las diluciones 1, 2, 5y 6.
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Diluciones 1, 2, 5

V 100 Vali 10
Calibracion Calibracion
Balén 100 Pipeta 10
Tolerancia 0,1 Tolerancia 0,02
Incertidumbre | 0,0408 | Incertidumbre | 0,0081
temperatura Temperatura
Variacion de V | 0,0840 | Variacion de V | 0,0084
Incertidumbre | 0,0485 | Incertidumbre | 0,0048
Repetibilidad Repetibilidad
Desviacion Desviacion
estandar 0,0721 estandar 0,0092
Incertidumbre | 0,0416 | Incertidumbre | 0,0053
My 0,0758 Maii 0,0109
HV/V 0,0007 Uali/VaIi 0,0011
MDilucién 0,0013
Mpilucion/ F 0,0001
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Dilucion 4y 6

\i 100 Vi 20
Calibracion Calibracion
Balén 100 Pipeta 20
Tolerancia 0,1 Tolerancia 0,03

Incertidumbre | 0,0408 | Incertidumbre | 0,0122

Temperatura Temperatura
Variacion de V | 0,084 | Variacionde V | 0,0168
Incertidumbre | 0,0485 | Incertidumbre | 0,0097

Repetibilidad Repetibilidad
Desviacion Desviacion

estandar 0,0721 estandar 0,0121

Incertidumbre | 0,0416 | Incertidumbre | 0,0070

My 0,0758 Mali 0,0171
HV/V 0,0007 Uali/VaIi 0,0008
MDbilucién 0,0011

Mpilucion/ F 0,0002

La incertidumbre generada por el patron de 0,2 se calcula teniendo

en cuenta cada una de las diluciones.
4,097\2 0,0013\%2 /0,0011)2
HiEr(2mg/L) = (1000) +3( 10 ) +< 5 )

HiER(0,2 mg/L) = 0,0041
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Para preparar el patron de 2 mg/L de la curva de calibracion se
utilizaron las diluciones 1,2y 4

KiER(2 mg/r) = 0,0041
Para preparar el patrén de 5mg/L de la curva de calibracion se

realizaron las diluciones 1,2y 3

Dilucion 3
\%i 100 Vi 50
Calibracion Calibracion
Balon 100 Pipeta 50
Tolerancia 0,1 Tolerancia 0,05
Incertidumbre 0,0408 Incertidumbre 0,0204
Temperatura Temperatura
Variacion de V 0,084 Variacion de V 0,042
Incertidumbre 0,0485 Incertidumbre 0,0242
Repetibilidad Repetibilidad
Desviacion Desviacion
estandar 0,0721 estandar 0,0711
Incertidumbre |0,04161552 | Incertidumbre |0,0410465
My 0,0758 Mali 0,0519
UV/V 0,0007 Uali/VaIi 0,0010
MDilucién 0,0013
Mpilucion/ F 0,0006
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KiER(5 mg/1) = 0,0041

4.1.2.3. Combinacion de las fuentes de incertidumbre,

incertidumbre estandar y expandida

Combinamos los factores de incertidumbre estandar relativa de la
concentracion deseada, basandonos en el siguiente modelo

matematico

UYIER(TOTAL(0,2)) = HIER(Curva de calibracién)+ HIER(Cada patrén)

Se combinan las fuentes de incertidumbre en forma relativa

cuadratica para el patrén de 0,2

2 2
#yIER(TOTAL(O,Z)) = \/(HIER(Curva de calibraci()n)) + (HIER(Cada patr()n))

UYIER(TOTAL(0,2)) = /(0,1469)2 + (0,0041)2
HYIER(TOTAL(0,2)) =0,1469
Esta incertidumbre obtenida es relativa, (adimensional) para

asignarle unidades se multiplica por la concentracion.

HY = KYIER(TOTAL(02)) * V = 0,0294

Considerando un nivel de confianza del 95% y un factor de cobertura
de K=2 se tiene:

Ugxp(o2) = My * K =0,0587 mg/L
La tabla 31 resume los valores de incertidumbre para las

concentraciones alta media y baja
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0,2 mg/L 2 mg/L 5 mg/L Unidades

Incertidumbre
0,1469 0,0154 0,0084 Adimensional
estandar relativa

Incertidumbre
0,0294 0,0307 0,0168 mg/L
estandar
K 2 2 2 Adimensional
Incertidumbre
expandida 0,0587 0,0614 0,0336 mg/L
4.2, Surfactantes anidnicos

La determinacion de la incertidumbre de este método de realizé de la
misma forma del método anterior por lo que solo se muestran los

datos y los resultados obtenidos.

4.2.1. Fuentes de incertidumbre

- Incertidumbre asociada a la curva de calibracion

- Incertidumbre asociada a los patrones preparados
¢ Incertidumbre asociada a la preparacién de la solucion
LAS de reserva: incluye la incertidumbre asociada a la
masa molar, al volumen preparado, a la pesada del

reactivo y a la pureza
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e |ncertidumbre asociada a cada una de las diluciones

realizadas para llegar a las concentraciones de los

patrones de la curva

100

4.2.2. Calculo de incertidumbre
4.2.2.1. Concentracion de masa (mg/L) de surfactantes
aniénicos medidos en el instrumento a través de la
curva de calibracion y,_pg,
Concentracion _
(malL) 1 2 3 Promedio
0,2 0,0870 | 0,1250 | 0,0577 | 0,0899
0,4 0,1437 | 0,1374 | 0,1428 | 0,1413
0,5 0,1693 | 0,1824 | 0,793 | 0,1770
1 0,3457 | 0,3428 | 0,3519 | 0,3468
2 0,6785 | 0,6616 | 0,6609 | 0,6670
b1 0,3246
bo 0,0182



Tabla 34. Datos para el calculo de incertidumbre por calibracion de surfactantes
anionicos.

S 0,0078
Sxx 6,29

P 3

N 15

b1 0,3246
Y(m-B) 0,2-1-2mg/L
Y MRC 0,82 mg/L

La incertidumbre se calculé para los rangos alto (2 mg/L), medio (1

mg/L) y bajo (0,2 mg/L)

Tabla 35. Incertidumbre estandar por calibracion de surfactantes aniénicos.

Concentracion
0,2 1 2
(mg/L)
py (Mgll) 0,0163 0,0153 0,0189

Tabla 36. Incertidumbre estandar relativa por calibracion de surfactantes aniénicos

Concentracion
0,2 1 2
(mg/L)
Myver (Mg/l) 0,0816 0,0153 0,0095
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4.2.2.2. Incertidumbre asociada a los patrones preparados

a) Incertidumbre debida a la pureza del reactivo

Pureza 0,99
+ 0,0001
Incertidumbre 5,77E-5
Incertidumbre estandar
relativa 5,83E-5

b) Incertidumbre asociada a la pesada del reactivo

Incertidumbre del certificado 0,033

Peso del reactivo 1000 mg
K 2
Incertidumbre 0,0165

Incertidumbre Combinada 0,0233
Incertidumbre estandar
relativa 2,33E-5
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c) Incertidumbre asociada a la masa molar del LAS.

Elemen Peso Incertidumbre citada por la Incertidumbre
to atomico IUPAC estandar
C 12,0107 +0,0008 0,0004619
H 1,0079 +0,00007 0,0000404
O 15,9994 +0,0003 0,0001732
Na 22,9898 +0,000002 0,0000012
S 32,0650 +0,005 0,0028868

Elemento| Calculo |Resultado |Incertidumbre estandar
Ci2 12* 12,0107 | 144,1284 0,0055
Has 25*1,0079 | 25,1985 0,0010
O4 4*15,9994 | 63,9976 6,93E-4
Na 22,9898 | 22,9898 1,20E-6
S 32,0650 | 32,0650 0,0029
Masa molar LAS 288,3793

Incertidumbre combinada

0,0064

Incertidumbre estandar relativa

2,2E-5
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d) Incertidumbre asociada al volumen de reactivo

preparado
VOLUMEN
Calibracion
Balon 1000
Tolerancia 0,6
Incertidumbre 0,2449
Temperatura
Variacion de V 0,84
Incertidumbre 0,4850
Repetibilidad
Desviacion
estandar 0,4115
Incertidumbre 0,2376
Incertidumbre
combinada 0,5930
Incertidumbre ER 0,0006

La incertidumbre combinada estandar relativa para la preparacion
del reactivo de reserva preparado de 1000 mg/l esta dada por

HIER(LAS Reserva)

= ( \/ (MERWotumen))? + (iER(masa motar—1as))* + (Higrep))* + (HIER(mLAs))2>
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HIER(LAS Resera)

= (\/(0,0006) + (2,2E — 5)2 + (0,0006)2 + (2,33x10)? )

HIER(LAS Resera) = (0,0006)
UrAs de reserva = (0;0006) * Co
ULas de reserva = (0,0006) * 1000

Uras de reserva = 0,5841

e) Incertidumbre asociada a las diluciones

Las diluciones realizadas para obtener las concentraciones de los

patrones de 0,2, 1y 2 mg/L fueron las siguientes:

Dilucién 1: patrén de 1000 a 100 mg/L
Dilucién 2: patrén de 100 a 10 mg/L
Dilucién 3: patrén de 10 a 2 mg/L
Dilucién 4: patrén de 10 a 1 mg/L
Dilucién 5: patrén de 1 a 0,2 mg/L

Las diluciones 1 y 2 se realizaron de la misma forma: tomando
alicuotas de 10 mL con pipetas volumétricas de + 0,02 y llevando a

un volumen final de 100 mL en un matraz de + 0,1.
Las diluciones 3 y 5 se realizaron tomando alicuotas de 5 mL con

pipetas volumétrica £ 0,015 y llevando a un volumen final de 25 en

un matraz de + 0,04
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La dilucion 4 se realizé tomando alicuotas de 2,5 mL con una pipeta
Eppendorf de + 0,03 y llevando a un volumen final de 25 ml en un
matraz de 0,04

Para preparar el patrén de 0,2 mg/L de la curva de calibracion se

realizaron las diluciones 1, 2, 4 y 5.

Diluciones 1,y 2

\Y 100 Vali 10
Calibracion Calibracion
Balon 100 Pipeta 10
Tolerancia 0,1 Tolerancia 0,02

Incertidumbre | 0,0408 | Incertidumbre | 0,0082

Temperatura Temperatura
Variacionde V | 0,084 | Variacion de V | 0,0084
Incertidumbre | 0,0485 | Incertidumbre | 0,0048

Repetibilidad Repetibilidad

Desviacion Desviacion
estandar 0,0721 estandar 0,0092
Incertidumbre | 0,0416 | Incertidumbre | 0,0053

My 0,0758 Maii 0,0109
M/ 0,0007 Mai/Vaii 0,0011
MDilucién 0,0013

Mpilucien/F 0,0001
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Dilucién 4

\Y 25 Vali 2,5
Calibracion Calibracion
Balon 25 Pipeta 2,5
Tolerancia 0,04 Tolerancia 0,03
Incertidumbre 0,0163 Incertidumbre 0,0122
Temperatura
Variacion de V 0,021
Incertidumbre 0,0121
Repetibilidad Repetibilidad
desviacion desviacion
estandar 0,0379 estandar 0,0026
Incertidumbre 0,0219 Incertidumbre 0,0015
My 0,0299 Maii 0,0123
YWAY, 0,0012 Maii/ Vai 0,0049
MDilucion 0,0051
Mpilucien/F 0,0005
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Dilucion 3y 5

\Y 25 Vali 5
Calibracion Calibracion
Balon 25 Pipeta 5
Tolerancia 0,04 Tolerancia 0,015
Incertidumbre 0,0163 Incertidumbre 0,0061
Temperatura Temperatura
Variacion de V 0,021 Variacion de V | 0,0042
Incertidumbre 0,0121 Incertidumbre 0,0024
Repetibilidad Repetibilidad
Desviacion Desviacion
estandar 0,0379 estandar 0,0036
Incertidumbre 0,0219 Incertidumbre 0,0020
My 0,0298 Mali 0,0065
YWAY, 0,0012 Maii/ Vai 0,0013
MDilucién 0,0017
Mpilucion/ F 0,0002
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Dilucién 1 | Dilucion 2 | Dilucion 4 | Dilucion 5
Incertidumbre de la
0,0013 0,0013 0,0005 0,0017
dilucién
Factor de dilucion 10 10 10 5
Incertidumbre Patrén 0,2 0,0026

Para preparar el patrén de 1 mg/L de la curva de calibracién se

realizaron las diluciones 1, 2y 4

Para llegar a la concentracion del patrén de 1 mg/L se realizaron las

diluciones 1, 2 y 4 obteniéndose una incertidumbre de:

Incertidumbre Patron 1 mg/L = 0,0008

Diluciones para preparar el patron de 2

Para llegar a la concentracién del patron de 2 mg/L se realizaron las

diluciones 1, 2 y 3 la siguiente

Obteniéndose una incertidumbre de: 0,0006
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4.2.2.3. Combinacion de las fuentes de incertidumbre,

incertidumbre estandar y expandida

0,2 mg/L 1 mg/L 2 mg/L Unidades

Incertidumbre
0,0816 0,0153 0,0095 Adimensional
estandar relativa

Incertidumbre
, 0,0163 0,0153 0,0190 mg/L
estandar
K 2 2 2 Adimensional
Incertidumbre
expandida 0,0327 0,0306 0,0380 mg/L
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CONCLUSIONES

Para los métodos de determinacion de fenoles y surfactantes
anionicos cuyos coeficientes de correlacion fueron muy cercanos a 1
r=0,9996 y r=0,9995, respectivamente la curva de calibracién
obtenida se estableci6 como modelo para hallar la concentracién de
las muestras que se analizan en el laboratorio. En estos métodos es
indispensable preparar un blanco de reactivos por cada lote de
muestras que se vayan a analizar, con el fin de hallar la
concentracion verdadera debido a que aun una muestra de agua

destilada sin analito desarrolla una coloracion.

Para el método de los surfactantes aniénicos que fue modificado
reduciendo los volumenes de muestra y de reactivo a un cuarto de
los volumenes originales se pudo ver que igualmente muestra
buenas condiciones de linealidad, LoQ, Precisidon y recuperacion.
Indicando que el método es funcional, y con esto se cumple con uno
de los propdsitos del laboratorio que bajo el concepto de quimica
verde, busca minimizar el uso de reactivos altamente téxicos como

lo es el cloroformo.

Por medio de los limites de deteccion y cuantificacion se puede
establecer que entre estos limites no se puede obtener una

concentracion cuantificable, es decir que este rango es cualitativo.
La estimaciéon de la incertidumbre encontrada para los métodos

estandarizados es baja, lo que permite entregar resultados

confiables.
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El uso de cartas de control, es una buena practica, ya que permite
ver el comportamiento de los datos en funcion del tiempo, controlar
el funcionamiento y realizar un seguimiento de los procesos
analiticos. También permite la implementacion de acciones
correctivas en el momento en que los datos cambien su

comportamiento o se presente un dato anémalo.
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RECOMENDACIONES

Antes de iniciar la estandarizacion de los métodos analiticos, es de
gran importancia establecer cuales son las etapas criticas de los
procedimientos, para asi conocer Cuale son los pasos que influyen
en gran medida al calculo de la incertidumbre, con el fin de minimizar
estos efectos mediante la proposicion de soluciones o medidas
preventivas. Lo que favorece y proporciona al analista adquirir un
pensamiento critico constructivo que aporte al crecimiento del

laboratorio.

En la estandarizacion de los métodos analiticos es necesario contar
con materiales de primera calidad, como material volumétrico clase

A, equipos calibrados y reactivos grado analitico.

En cuanto al personal encargado de llevar a cabo los
procedimientos, este deberia recibir un corto entrenamiento previo,
en el cual se le suministre informacion suficiente sobre el

funcionamiento de los equipos y la aplicacion del método en general

Para el método determinacion de compuestos fendlicos es
importante realizar una buena agitacion al agregar los reactivos 4-
aminoantipirina y hexacianoferrato de potasio y respetar el tiempo

para la lectura de las muestras.

Para el método de determinacion de surfactantes anidnicos es
importante evitar cualquier tipo de goteo del embudo de decantacion,
antes de iniciar la extraccion revisar el estado de las llaves para

evitar fugas.
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Al trabajar con el cloroformo tomar todas las medidas de seguridad
recomendadas para la manipulacion de este compuesto ya que es

altamente toxico
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ANEXOS

ANEXOS A. Incertidumbre estandar de los pesos atomicos
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