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Resumen

Titulo: Verificacion de métodos fisicoquimicos para analisis de fenoles totales en matrices de agua

*

superficial y residual (doméstica y no doméstica) en la empresa control y gestion ambiental S.A.S.
Autor: Andrés Fernando Ardila Galvis**

Palabras clave: Verificacion, fenoles totales, calidad de agua, analisis quimico, estadistica

aplicada, medio ambiente, contaminacion.
Descripcion:

Con el objetivo de velar por el cuidado del medio ambiente, y mas en concreto del agua como
recurso esencial para la vida, se hace necesario implementar una serie de normas que permitan
regular el vertimiento de contaminantes sobre la amplia variedad de cuerpos hidricos que existe.
La calidad de una determinada matriz de agua se puede determinar mediante un analisis
fisicoquimico que revele la cantidad en la que se pueden llegar a encontrar una serie de compuestos
quimicos en ella. Esta tarea es llevada a cabo por laboratorios que cuenten con la acreditacion
necesaria para emitir un resultado confiable; en Colombia el ente encargado de regular quién puede
0 no tener dichas acreditaciones es el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales IDEAM. La empresa Control y Gestion Ambiental S.A.S. es uno de estos, ya que
cuenta con una gama de parametros acreditados para llevar a cabo el analisis de la calidad de
diferentes matrices de agua (residual, superficial, potable, etc.). El ejercicio de buscar acreditar
cada vez mas parametros es el objetivo a corto y mediano plazo de la empresa, razén por la cual
surgio este trabajo de grado. En este documento se encuentra descrito el procedimiento realizado
para la verificacion del parametro fenoles totales en las matrices de agua superficial y residual
(doméstica y no doméstica) para la documentacion de la empresa y el futuro uso de esta

informacion en una proxima extension de su acreditacion ante IDEAM.

“ Trabajo de grado en modalidad de practica empresarial
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: Luz Y. Vargas Fiallo. MSc. En
Quimica. Codirector: Alfredo Granados Sanabria. Quimico.
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Abstract

Title: Verification of physicochemical methods for the analysis of total phenols in surface and
waste water matrices (domestic and non-domestic) in the Control and Environmental Management

S.A.S. company.”
Author: Andrés Fernando Ardila Galvis

Key Words: Verification, total phenols, water quality, chemical analisis, applied statistics,

environment, pollution.
Description:

With the aim of ensuring the care of the environment, and more specifically of water as an essential
resource for life, it’s necessary to implement a series of rules to regulate the discharge of pollutants
on the great variety of water matrices that exist. The quality of a given water matrix can be
determined by means of a physicochemical analysis that reveals the quantity in which a series of
chemical compounds can be found in it. This task is carried out by laboratories that have the
necessary accreditation to issue a reliable result; in Colombia, the entity in charge of regulating
who may or may not have such accreditations is the Institute of Hydrology, Meteorology and
Environmental Studies IDEAM. Control and Environmental Management S.A.S company is one
of these, since it has a range of accredited parameters to carry out the analysis of the quality of
different water matrices (waste, surface, potable, etc.). The search to accredit more and more
parameters is the short and medium term objective of the company, which is why this degree work
arose. This document describes the procedure carried out for the verification of the total phenols
parameter in the surface and waste water matrices (domestic and non-domestic) for the
documentation of the company and use of this information in a future extension of its accreditation
before IDEAM.

“ Degree work in business practice mode.
“* Science Faculty, Chemistry School. Director: Luz Y. Vargas Fiallo. Chemistry MSc. Co-
director: Alfredo Granados Sanabria. Chemist.
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Introduccion

La calidad del agua, como medida de la condicién de la misma en cuanto a sus
caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas (Diersing, 2009), ha venido adquiriendo con el paso de
los afos una relevancia cada vez mayor en el territorio nacional; por lo tanto, normativas que
regulen el vertimiento de desechos a las fuentes hidricas naturales fueron implementados por el
Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales IDEAM, el cual es responsable de
la informacion cientifica, hidrolégica, meteoroldgica y de todo lo relacionado con el medio

ambiente en Colombia.

Dadas estas regulaciones, entidades que por consecuencia de sus actividades realizan estos
vertimientos, deben solicitar una caracterizacion tanto fisicoquimica como microbioldgica de
dicho cuerpo de agua ante un laboratorio que cuente con los permisos y/o acreditaciones necesarias

para que estos resultados sean validos.

De entre una larga lista de parametros que establece la norma que se deben analizar en un
cuerpo de agua, dependiendo de como ésta se clasifique (residual, superficial, potable, subterranea,
etc) (Min. Amb. y Des. Sost, 2015) (Min. Amb. Viv. y Des. Terr, 2007), se tiene el de Fenoles
totales; estos, definidos como hidroxi derivados del benceno y sus nicleos condensados, se pueden
encontrar en aguas de tipo residual doméstica e industriales, aguas potables, y cuerpos de aguas

naturales.

Este proyecto se enfoca en la confirmacién del método fotométrico directo 5530-D
mediante el cual se cuantifican la cantidad total de fenoles en una muestra de agua dada, por parte

del laboratorio Control y Gestion Ambiental S.A.S con el fin de documentarse y/o prepararse para

11
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una posible extension de la acreditacion de la empresa ante IDEAM bajo la norma ISO/IEC 17025

DE 2017; para ser aplicado en muestras de agua superficial y residual.

12
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1. Planteamiento del Problema

El vertimiento de aguas residuales a cuerpos hidricos, ya sea en aguas superficiales,
marinas, o al suelo, es un proceso que se da en la vida cotidiana de la gran mayoria de seres
humanos. Las entidades de control ambiental tienen como funcién regular que dichos vertimientos
realizados por la industria generen la menor contaminacion posible con estos; en consecuencia,
fue necesario que se establecieran una serie de limites para las concentraciones de estas sustancias
contaminantes, las cuales pueden llegar a variar dependiendo de las normas de cada pais y de la

actividad a la cual la entidad que realiza el vertimiento se dedique.

Teniendo en cuenta que los recursos hidricos desempefian un papel fundamental en
variedad de sectores en la economia tales como la ganaderia, la agricultura, el sector industrial,
recreacion, etc, el control de calidad de la misma, que como consecuencia de factores tales como
el aumento de la poblacion, la industrializacion, la urbanizacion, entre otros, ha sufrido un
deterioro progresivo y significativo, es un tema que adquiere gran relevancia; por lo tanto, es
necesaria la participacion de laboratorios que puedan realizar los respectivos analisis de calidad, y
que brinden garantias en la fiabilidad de sus resultados. El Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales IDEAM, en ejercicio de sus funciones, se encarga de llevar a cabo las
evaluaciones pertinentes con el fin de determinar si otorgar o no la respectiva acreditacion a

quienes la soliciten, para realizar los respectivos ensayos y posterior reporte de resultados.

13
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2. Justificacion

Los fenoles se definen como compuestos aromaticos que tienen como minimo un grupo
hidroxilo enlazado directamente al anillo aromaético, y sus propiedades estan sujetas también a la
naturaleza de los demas sustituyentes que tenga el anillo de benceno (Amado, 2015). EI hecho de
que alrededor del 96% de los compuestos fendlicos que se conocen actualmente tengan un origen
sintético (U.S. Env. Prot. Ag, 1998), permite deducir que la contaminacion por estos es generada
principalmente por la actividad del hombre; de entre los sectores que se encuentran involucrados

esta el farmacéutico, el petrolero, las industrias del plastico, los textiles, colorantes, entre otros.

Con base en lo anterior, la cuantificacion y posterior proceso de remocién de compuestos
fenolicos en el agua cobra importancia debido al alto grado de toxicidad de los mismos, haciendo
asi que entidades que como consecuencia de sus actividades producen sustancias contaminantes,
deben someter estos residuos a un monitoreo constante con el fin de acogerse a lo establecido en
la norma. Puntualmente hablando de Colombia, en la resolucion 0631 de 2015 se dicta que la
cantidad maxima de Fenoles totales que puede tener un cuerpo de agua de tipo residual, ya sea

doméstica o industrial, es de 0,20 mg/L (Min. Amb. y Des. Sost, 2015).

Segun lo expuesto anteriormente, el laboratorio Control y Gestion Ambiental S.A.S, en
aras de ampliar su portafolio de servicios, busca la acreditacion del parametro Fenoles Totales ante
el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales IDEAM, siguiendo el

procedimiento estipulado en el SM5530-D.

14
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3. Objetivos

Objetivo General
Implementar el método descrito en el SM5530-D para la cuantificacion de Fenoles Totales

en el laboratorio Control y Gestion Ambiental S.A.S.

Obijetivos Especificos

Realizar una preparacion adecuada de la muestra, con el fin de minimizar al maximo los
factores que puedan llegar a afectar la sensibilidad del método y la reproducibilidad de los
resultados emitidos por la empresa Control y Gestion Ambiental.

Demostrar, haciendo uso de las correspondientes figuras de método, que el procedimiento
estipulado en el SM-5530-D es aplicable en el laboratorio de la empresa Control y Gestién
Ambiental S.A.S, y que los resultados expresados son confiables.

Realizar una documentacion y/o preparacion adecuada del método SM-5530-D en la
empresa Control y Gestion Ambiental S.A.S para su aplicacion en una futura extension de
la acreditacion ante el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales

IDEAM bajo la norma ISO/IEC 17025 DE 2017.

15
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4. Marco Tebrico

4.1 Agua

De entre la inmensa variedad de sustancias y/o compuestos que podemos encontrar en la
naturaleza, algunas de estas tan complejas como fascinantes, destaca la molécula de agua; aquella
que en su sencillez estructural esconde una amplia gama de propiedades que la hacen ser Unica,
como, por ejemplo, tener la capacidad de encontrarse en cualquiera de los tres estados de
agregacion de la materia (so6lido, liquido y gaseoso). Se le conoce como el solvente universal,

debido a la facilidad que tiene para disolver una gran cantidad de compuestos.

Figura 1.

Molécula de agua con sus cargas parciales representadas.

Dipole
moment

& H

Nota. Esferas rojas: &tomos de oxigeno. Esferas blancas: atomos de hidrogeno. Tomado de:

https://dbbf.ulpgc.es//medicina/bioquimical/agua.pdf

Su férmula quimica es H20O, y como se puede observar en la figura 1, estd compuesta por
dos atomos de hidrogeno que se encuentran enlazados al atomo de oxigeno mediante un enlace
covalente. El agua es considerada una molécula polar debido a la magnitud de su momento dipolar;
esto se explica por la electronegatividad del oxigeno, el cual atrae con fuerza a los electrones que
estan haciendo el enlace con los dos atomos de hidrégeno, adquiriendo asi una carga parcial
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positiva (6+) en estos, y una carga parcial negativa (6-) en el oxigeno. Estas cargas parciales le
permiten formar un enlace especial llamado puente de hidrdgeno; el cual se da entre la molécula
de agua y, ya sea otra igual, o alguna otra especie que se encuentre en el medio y que tenga la
capacidad de formarlo. La explicacion detrds de este fendmeno no es mas que la fuerza
electrostatica que el &tomo de oxigeno del agua ejerce sobre el hidrogeno de la otra molécula
involucrada en el enlace. Su capacidad de ser un excelente solvente también se explica con el
momento dipolar de la molécula, la cual puede solvatar iones tanto positivos como negativos;
dicho lo cual, toda sal, compuestos con una constante de disociacion alta, o inclusive aquellos con
una constante de disociacion baja, pero con un carécter polar, seran solubles y/o parcialmente

solubles en agua (Spellman, 2018), (Manahan, 2010), (Maréchal, 2006).

4.2  Matrices de agua
Figura 2.

Representacion ciclo del agua

Vapor de agua
del océano a Ia tierra

- sn =
;. = PELET B S |
Evaporacion . " + o oy
v transpiracién * bl b A T A L
. Precipitacion -7/, Ll R e
sobre tierra ; el CVEPORACION o) 1o, )
sobre tierra .77 o L i
Glaciares i sobr re o5, Precipitacion
Ed 7. oceanos sobre los

¥ nieve

oceanos

Vapor de agua
sobre los

océanos

Vapor de agua
sobre tierra

Agua subterrinea

Nota. Tomado de: https://dbbf.ulpgc.es//medicina/bioquimical/agua.pdf
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Como se menciono en el apartado anterior, el agua se puede encontrar en la naturaleza en
cualquiera de sus tres estados de agregacion (solido, liquido y gaseoso) dependiendo de las
condiciones a las cuales esté sometida. En el ciclo natural del agua (figura 2) se puede evidenciar

la transicion que sucede del estado liquido al gaseoso, y viceversa.

Puntualmente hablando del estado liquido del agua, existen distintas formas de identificarla
ylo categorizarla, ya que dependiendo de su procedencia o para qué vaya a ser utilizada, entrara
dentro de alguna de las clasificaciones existentes. Estas son: agua potable, agua residual

(doméstica y no doméstica), agua superficial y agua subterranea.

4.2.1 Agua potable

Representa menos del 0,1% de la cantidad total de agua que se encuentra disponible en el
planeta tierra. Se define como el agua que es apta para ser consumida, y que no representa ningun
riesgo para la salud. Proviene de cuerpos de agua cruda natural, superficiales o subterraneas, que
posterior a ser sometidas a un proceso de potabilizacion, el cual se encarga de eliminar los
contaminantes que estas puedan llegar a poseer, se puede llegar a considerar como agua potable,

y que esta disponible para su consumo (Mahindru, 2004), (Sobsey et al, 2003).

La problematica de la contaminacion ambiental, es una de las mayores preocupaciones que
ha venido enfrentando la humanidad con el paso de los afios, y la contaminacion del agua como
recurso hidrico mas importante no es la excepcion. Debido a la creciente demanda ocasionada por
el incremento poblacional, se han intensificado los estudios de los mecanismos de eliminacion de
contaminantes en el agua para su posterior consumo, esto con el fin de optimizarlos tanto en
rendimiento como en costos; ademas se ha realizado una intensificacion en la aplicacion de la

normativa que rige la disposicion de los residuos de cada uno de los sectores industriales sobre los

18



VERIFICACION DE METODOS FISICOQUIMICOS

cuerpos de agua superficiales y subterraneas con el fin de disminuir el impacto generado (Djoghlaf

et al, 2010).

4.2.2 Agua residual

Se define como cuerpos de agua cuya calidad se encuentra afectada de manera negativa
por influencia de una o varias actividades realizadas por el hombre. Los contaminantes presentes
en estas aguas a menudo se encuentran en altas concentraciones categorizandolas como

perjudiciales para la salud humana (Garcia et al, 2005).
Las aguas residuales se clasifican en dos: las residuales domésticas y las no domésticas:

4.2.2.1 Agua residual doméstica:

Son aquellas que, como su nombre lo indica, provienen de actividades domeésticas, y se
caracterizan por ser aguas contaminadas con heces, orina, residuos de detergentes y/o jabones,
restos alimenticios, grasas y aceites, entre otras mas sustancias que puedan ser utilizadas en el dia

a dia por el ser humano en el ejercicio de sus actividades domésticas.

4.2.2.2 Agua residual no doméstica:
Son aquellas que provienen de las actividades industriales del ser humano, y que
dependiendo de a qué sector de la industria se esté refiriendo, tendran una composicion diferente

(Zhou et al, 2002).

Con el fin de regular la cantidad de contaminantes que se vierten a diario en los cuerpos de
agua receptores, ya sea superficial o subterranea, estas aguas deben ser sometidas a un proceso de
tratamiento tanto fisicoquimico como microbiolégico, en el cual se pueda remover una cantidad

significativa de estos contaminantes antes de que entren en contacto con el medio ambiente.
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Por otra parte, el aumento progresivo de la poblacion y la alta actividad industrial que se
lleva a cabo actualmente, son una problematica para la salud ambiental debido a la cantidad de

agua residual que se produce a diario, ya sea doméstica o no doméstica.

Por tal razén, las entidades de control encargadas establecen unos limites para la
concentracion que deben tener una larga lista de contaminantes en las aguas residuales antes de
realizar su vertimiento sobre los diferentes cuerpos de agua receptores (Min. Amb. y Des. Sost,

2015).

4.2.3 Agua superficial

Su definicion es facilmente deducible de su mismo nombre, y es que este cuerpo de agua
es todo aquel que se encuentra en la superficie terrestre, como ejemplo se tienen: los océanos, rios,
lagos, estanques, bahias, etc. El agua superficial puede tener procedencia tanto natural como
artificial, y esta se puede ver afectada en su composicion por diferentes variables tales como: el
medio en el que se encuentra, las aguas subterraneas aledafias que puedan efluir, el agua de lluvia,
los vertimientos realizados en ésta producto de actividades humanas, entre otras (Winter et al,

1998).

Si bien en algunas situaciones el agua superficial puede ser apta para el consumo humano,
esto puede no ser asi como consecuencia de las afectaciones y/o alteraciones que ésta pueda
experimentar, las cuales ocurren por los escenarios que fueron mencionados en el parrafo anterior

(Winter et al, 1998).

4.2.4 Agua subterranea
En la formacion se pueden encontrar una gran cantidad de poros, fisuras, entre otros

espacios vacios, los cuales pueden albergar diferentes tipos de sustancias que se puedan llegar a
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adentrar en ésta, desde aire hasta mezclas mas complejas como el crudo. El agua que se encuentra
en cualquiera de estos escenarios, o dicho de manera mas general, por debajo de la superficie

terrestre, se le conoce como agua subterranea (Winter et al, 1998).

Dichos cuerpos de agua fluyen de manera libre por las cavidades de la formacion y pueden
Ilegar a desembocar en pozos subterrdneos, o también efluir hacia la superficie al suelo o a cuerpos

de agua superficial (Agarwal, 2012).

Los acuiferos subterraneos son a menudo aprovechados para proporcionar agua para uso
doméstico, industrial, comercial, entre otros, y las sustancias presentes en esta dependen

directamente de la composicion de la formacién en la que se encuentre (Agarwal, 2012).

4.3  Calidad del agua.

Dependiendo del uso que se le vaya a dar a un determinado cuerpo de agua, se deben fijar
previamente unos criterios para establecer la calidad de la misma segun sus caracteristicas
fisicoquimicas y microbioldgicas, y son las entidades competentes propias de cada pais las que
dictaminan los valores maximos en los cuales una serie de pardmetros pueden estar presentes el

agua.

En cumplimiento del deber en el territorio nacional, el Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible (MADS) se encarga de llevar a cabo esta regulacion mediante una serie de resoluciones
y decretos que, dependiendo de para qué vaya a ser utilizado el recurso hidrico, o su procedencia,

establezcan los ya mencionados valores maximos en los parametros correspondientes.

Puntualmente hablando del parametro Fenoles Totales, para los vertimientos de agua
residual doméstica y no doméstica, y cuerpos de agua superficial, se tiene un valor maximo de

0,20 mg/L (Min. Amb. y Des. Sost, 2015), (Min. Amb. Viv. y Des. Terr, 2007).
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4.4  Contaminantes

Se definen como las sustancias o energias que, al interactuar con el medio ambiente, tienen
una serie de efectos negativos sobre este, constituyendo un peligro para la vida. Un agente
contaminante puede llegar a causar dafios a largo o a corto plazo dependiendo de en qué medida
afecte a las especies con las cuales tiene contacto. Algunos de estos pueden ser biodegradables, y
dependiendo de dichos subproductos de degradacion, se podra decir que generan 0 no un impacto

a largo plazo sobre su ecosistema.

De entre los tipos de contaminantes se tienen los primarios y los secundarios. Un
contaminante primario se define como aquel que es emitido directamente al medio ambiente,
contrario al secundario que se forman en el medio de manera indirecta mediante reacciones
quimicas entre los contaminantes primarios (Carrasco et al, 2014). Ejemplos de contaminantes
primarios podrian ser tanto los o0xidos de nitrogeno, azufre y carbono, como los compuestos
clorofluorocarbonados; y de contaminantes secundarios, se tiene el metano, el &cido sulfdrico, los

fertilizantes, entre otros (Carrasco et al, 2014).

4.4.1 Contaminantes organicos.

Son aquellos que provienen de fuentes tales como: desechos de seres vivos, actividades de
procesamiento de alimentos, vertimientos, productos quimicos industriales naturales (aceites,
grasas, breas, etc) y/o sintéticos (pinturas, herbicidas, insecticidas, etc), entre otros, destacandose
los compuestos organicos persistentes (COPSs) tales como: pesticidas, insecticidas organoclorados,
herbicidas y PCB, los cuales son considerados como toxicos y que en su gran mayoria tiene
procedencia sintética (Ritter et al, 1995). Su peligrosidad radica en su alta resistencia a la

degradacion tanto bioldgica como quimica debido a la estabilidad de dichos compuestos.
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4.4.2 Contaminantes Inorganicos.

Este tipo de compuestos, los cuales se caracterizan por tener una estructura en la cual el
carbono no se encuentra presente, suelen encontrarse como contaminantes principalmente en
fuentes hidricas, producto de los desechos de la actividad humana que a diario son arrojados a
estas, y en pequefias proporciones por causas naturales. Los compuestos inorganicos que tienen la
capacidad de disolverse en agua, y las concentraciones maximas a las cuales, en cuanto al territorio
nacional se refiere, pueden estar presentes en la misma, se encuentran reguladas por los entes de
control responsables, y dichos valores estan directamente relacionados con el nivel de toxicidad
y/o peligrosidad que estos compuestos representan (Min. Amb. y Des. Sost, 2015), (Min. Amb.

Viv.y Des. Terr, 2007).

45 Fenoles.

4.5.1 Propiedades Fisicas

De las sustancias contaminantes anteriormente mencionadas, el presente trabajo se enfoca
en los compuestos fenolicos. El fenol se describe, en su estado puro, como un solido incoloro o de
una tonalidad ligeramente rosada y un olor caracteristico dulce (ATSDR, 2008). Sus demas

propiedades fisicas se encuentran condensadas en la tabla 1.

23



VERIFICACION DE METODOS FISICOQUIMICOS

Tabla 1.

Propiedades fisicas del fenol.

Descripcion Valor

Masa molar 94,11 g/mol
Densidad 1,071 g/mL

Punto de fusion 40,9 °C a 1 atm de presion

Punt_o _d,e 181,8 °C a 1 atm de presién
ebullicion

Solubilidad 82,8g/La25°C

pH ~ 6,0 en solucion acuosa

Nota. Fuente: Autor. Informacién tomada de: (ATSDR, 2008), (Othmer et al, 1991), (Southworth et

al, 1986), (O°Neil, 2001).

4.5.2 Propiedades Quimicas

En la figura 3 se observa la estructura del fenol, la cual es un anillo bencénico con un
sustituyente OH en cualquiera de las posiciones del mismo. La estructura de dicho anillo aromético
permite que el fenol sea un compuesto estable; adicionalmente se comporta como un &cido débil

que puede en ciertas situaciones de reaccion ceder el hidrogeno del OH (Morrison et al, 1998).

Figura 3.

Estructura del fenol

OH

Nota. Fuente: Autor
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Mediante una sustitucion electrofilica aromatica, el fenol puede reaccionar facilmente con
agentes oxidantes y llevar a cabo reacciones tales como la halogenacion, la sulfonacion, entre otras,
para dar subproductos de sustitucion. Adicionalmente, se le atribuye la capacidad de reaccionar,

ya sea en medio acido o basico, con compuestos carbonilicos (Morrison et al, 1998).

4.5.3 Sintesis del fenol

Es una sustancia que puede ser obtenida de manera natural o mediante un proceso, en donde
por medio de destilacién fraccionada de alquitran de hulla y/o cresoles, se concentra el fenol para
posteriormente, por adicion de una solucion de NaOH, extraerlo como fenolato de sodio el cual es
soluble en agua; acto seguido, se regenera el fenol por adicion de &cido para finalmente ser llevado

a la etapa de purificacion y/o cristalizaciéon (ATSDR, 2008).

Dicho lo anterior, también se produce en cantidades mas que significativas de manera

sintética. Existen distintas rutas sintéticas para la obtencién de fenoles tales como:

a) La descomposicion del hidroperoxido de cumeno con acido sulfarico o fosférico, para la
obtencidn por destilacion de fenol y acetona (Morrison et al, 1998), (Hawkins et al, 1950).

b) A partir de una solucion de clorobenceno en HCI, se adiciona NaOH para la obtencion de
NaCl y la sal fendlica de sodio, la cual, al volver a reaccionar con otra molécula de HCI
del medio, dara lugar a la formacion del fenol y NaCl (Hale et al, 1928).

c) El proceso de Dow también es ampliamente conocido, y se lleva a cabo por la reaccién de

clorobenceno con una solucion acuosa de NaOH a 360°C (Morrison et al, 1998).

4.5.4 Usosy aplicaciones.
El fenol, como materia prima, es ampliamente utilizado en la industria para la preparacion

de gran variedad de productos; entre los mas relevantes se encuentran: los colorantes,
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desinfectantes, resinas sintéticas, agentes microbianos, o por supuesto, también como reactivo

analitico (Kanekar et al, 1998).

4.5.5 Fenol como contaminante de fuentes hidricas.

Los compuestos fendlicos son encontrados con frecuencia en efluentes y/o vertimientos del
sector productor industrial, de entre estos algunos son: las refinerias, las plantas petroquimicas,
manufacturacion de textiles, preparacion de fungicidas y herbicidas, preparacion de productos
farmacéuticos, produccién de plasticos, madera, pinturas, etc (Busca et al, 2008), (Rigo et al,

2004), (Tziotzios et al, 2005).

De las industrias mencionadas anteriormente, alrededor del 26,3% de los desechos con
compuestos fenolicos que son emitidos por estas son al aire, cerca del 73,3% a cuerpos hidricos y

aproximadamente un 0,4% al suelo y/o sedimentos acuaticos (Cserhati et al, 2004).

Haciendo énfasis en el medio marino, los problemas de contaminacién se le atribuyen,
principalmente, a descargas de agua residual provenientes de actividades industriales. De los
compuestos fendlicos sintéticos, se considera que los clorofenoles, junto a los nitrofenoles, los
cuales tienen un nivel de toxicidad considerablemente alto, son los mas comunes en este tipo de

descargas (Busca et al, 2008).

Los compuestos de clorofenol comienzan a ser tenidos en cuenta como toxicos a
concentraciones minimas de 1 pg/L, cantidad suficiente para inhibir las funciones vitales de las
células, proceso que sucede en primera instancia por la adsorcion de estos a la pared celular
mediante puentes de hidrogeno, y su posterior entrada en la célula donde ejerce la
desnaturalizacion de las proteinas que se encuentren en ella (Wen et al, 2013). Adicionalmente,

tienen una incidencia significativa en la disminucion de la produccion de ATP y el
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desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Park et al, 2012). Tienen un efecto corrosivo
importante, debido a la facilidad con la que se pueden adherir en la superficie cutanea. En caso de
tener contacto directo con esta sustancia, ya sea ingestion o contacto con la piel, el individuo corre
el riesgo de ver afectado el funcionamiento de 6rganos vitales tales como los pulmones, el higado
y los rifiones, provocando un cuadro general que se caracteriza por evidenciar, tanto un fallo
hepatico y renal, como en algunos casos edemas pulmonares y/o cerebrales. Segun estudios
realizados se tiene documentado que la dosis minima que puede provocar la muerte con este tipo
de sustancias es de 140 mg/kg peso corporal, pero que a cantidades menores tiene también efectos
tales como irritacion, acidosis metabdlica, cianosis, problemas cardiovasculares, entre otros (U.S.

EPA, 2002).

La presencia de los compuestos fenolicos en cuerpos hidricos representa no solo un peligro
para el ser humano, sino también para el medio en el cual se encuentre, con un tiempo de

evaporacion en el agua de aproximadamente 88 dias a condiciones normales (Rey B., 2010).

4.6  Procesos de eliminacion de Fenoles.
De los métodos existentes, se destacan dos que ademas de ser ampliamente utilizadas,
tienen una documentacion y/o material bibliografico importante que permiten su estudio y analisis

de manera detallada.

4.6.1 Cloracién-adsorcion.

Laadicion de compuestos de cloro a cuerpos de agua de tipo residual, es uno de los métodos
de purificacién que mas se ha utilizado a través de los afios. Consiste en la adicion de cloro al
cuerpo hidrico que se desea purificar, para que los compuestos organicos que en él se hallen,
reaccionen con el cloro y se dé la formacion de sustancias organocloradas para su posterior

adsorcion con carbon activado, teniendo como punto a favor que es un proceso que no altera las
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propiedades de la muestra, ya que su mecanismo de funcionamiento es basicamente la
concentracion del analito en la superficie del carbdn, el cual puede ser posteriormente regenerado

por diferentes vias y extraido del cuerpo hidrico (Sotelo et al, 2003).

4.6.2 Ozonacion

Es un procedimiento mediante el cual se pueden eliminar gran variedad de contaminantes
en el agua; su mecanismo de accién es la oxidacion del compuesto que se desea eliminar,
favoreciendo su proceso de biodegradabilidad. En esencia, el agente oxidante es el radical
hidroxilo, el cual proviene de la interaccion del ozono con el agua; el fenol, como contaminante
de interés en el presente estudio, es oxidado por el radical OH", el cual en la mayoria de los casos
conduce finalmente a la mineralizacion del mismo produciendo CO; + H,O (Heredia et al, 2004).
Debido a la reactividad del radical OH", la velocidad de reaccion entre las dos especies
involucradas es considerablemente alta, haciendo asi que la eficiencia de eliminacion del

contaminante sea proporcional a la concentracion de ozono en solucion.

El proceso de oxidacion de compuestos fendlicos es no solo uno de los mas empleados para
la eliminacion de este contaminante, sino también es de los mas estudiados, ya que los
subproductos de oxidacion de estos son mas toxicos y perjudiciales que el mismo fenol, por tanto,
la completa eliminacion también de dichos subproductos juega un papel fundamental en el
mecanismo a plantear (Santos et al, 2001), (Santos et al, 2007), (Esplugas et al, 2002), (Zazo et al,

2005), (Bautista et al, 2008).

Se puede encontrar en la bibliografia variedad de trabajos dedicados a estudiar métodos de
oxidacién de contaminantes tanto orgdnicos como inorganicos, por lo que esta linea de
investigacion ha sido cada vez mas utilizada en diferentes areas de la industria que buscan dar

solucion a esta problematica de contaminacion de sus respectivos vertimientos.
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4.7  Procedimiento analitico de cuantificacion.

En el presente trabajo se va a emplear un método colorimétrico con 4-aminoantipirina, el
cual permite cuantificar compuestos fendlicos simples, orto-sustituidos, meta-sustituidos, y bajo
condiciones apropiadas, para-sustituidos que tengan como sustituyente ya sea: un grupo halégeno,
carboxilo, metoxilo o &cido sulfonico; otro tipo de sustituyentes tales como: nitro, alquilo, arilo,
aldehidos, nitroso o benzoilo, no se pueden cuantificar empleando dicho procedimiento (E.W. Rice

et al, 2017), (Mohler et al, 1957).

Este método se puede realizar de dos maneras, cuya diferencia radica en el limite de
cuantificacion de estos. El primero, en donde se concentra el analito en una solucion no acuosa, se
tiene una sensibilidad significativamente alta, teniendo un rango de deteccion desde 1,0 pg/L a
mas de 250 pg/L con una sensibilidad de 1ug /L. Por otra parte, con el otro procedimiento, el cual
corresponde al que se va a desarrollar en el presente trabajo, la concentracion del analito a
cuantificar se realiza en una solucion acuosa, y su limite de cuantificacion es, dependiendo de las
condiciones de analisis, desde 0,10 mg/L en adelante (E.W. Rice et al, 2017), (Mohler et al, 1957),

(Ettinger et al, 1951).

4.7.1 Interferencias.

Se le atribuye este calificativo a los componentes de la matriz que puedan generar una
variacion apreciable en la sefial del analito de interés, generando asi problemas para su
identificacién y por ende un error sistematico en el método que se esté empleando; por tanto, es
necesario que la muestra pase por un determinado proceso de limpieza y/o purificacion que permita
reducir la concentracién de posibles interferencias, las cuales deben ser previamente identificadas,

al minimo. Adicionalmente, cabe resaltar que una interferencia no necesariamente esta arraigada
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a la composicion de la muestra, sino también puede llegar a presentarse por la interaccion de la

misma con los reactivos empleados durante la realizacién del ensayo.

4.7.2 Proceso de limpieza y/o purificacion de la muestra.

Acorde a lo tratado en el item anterior, y teniendo pleno conocimiento del método que se
esta aplicando para la identificacion y/o cuantificacion de un analito particular, se debe decidir si
la realizacion de un proceso de limpieza a la muestra es 0 no necesaria. En el presente trabajo se
le realizard una destilacion a la muestra con el fin de eliminar interferencias asociadas al color
aparente, la turbiedad, la presencia de iones metalicos, entre otros factores (E.W. Rice et al, 2017),

(Mohler et al, 1957).

Teniendo en cuenta que cada muestra, dependiendo de su origen tiene una composicién
caracteristica, toda informacion que se pueda tener sobre la misma tal como; la actividad llevada
a cabo por la entidad que realiza el vertimiento del cuerpo de agua analizado, o los tratamientos
que hayan sido aplicados a éste previamente, tienen un papel relevante para poder plantear un plan

de purificacion.

Las interferencias asociadas a la identificacion de fenoles datan desde el muestreo mismo,
pues tanto desde el punto de vista bioldgico con las bacterias, como del quimico con variedad de
agentes oxidantes y reductores, entre otros factores, se puede ver alterada la concentracion del

analito en la muestra (E.W. Rice et al, 2017), (Ettinger et al, 1943), (Carter et al, 1978).

A continuacion, se desglosa de manera breve y concisa tres ejemplos de eliminacion de las
principales interferencias que se puedan presentar en una muestra para la identificacion y posterior

cuantificacion de compuestos fendlicos:
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Agentes Oxidantes: Siendo el cloro uno de los mas comunes, se deben retirar de manera
inmediata a la toma de la muestra, mediante la adicion de un exceso de FeSOg el cual
actuara como agente reductor, ya que la no eliminacion de estos compuestos puede acarrear
que los fenoles presentes en la muestra se oxiden de manera parcial (E.W. Rice etal, 2017),
(Ettinger et al, 1943).

Compuestos de azufre: Su eliminacion se logra facilmente mediante la acidificacion in-
situ de la muestra con una solucion de HsPO4 con aireacion leve y constante. Este proceso
inhibe la participacién como posibles interferencias de compuestos tales como el H2S o el
SO (E.W. Rice et al, 2017), (Ettinger et al, 1943).

Aceites y alquitranes: Ya en el laboratorio, se sugiere realizar una extraccién alcalina de
este tipo de compuestos, iniciando con un ajuste del pH a 12, para posteriormente retirar
con varias porciones de CHsCl tanto los aceites como los alquitranes que se puedan

encontrar en la muestra (E.W. Rice et al, 2017), (Ettinger et al, 1943).

Métodos instrumentales de cuantificacion.

La quimica analitica, con el transcurrir de los afios, se ha visto sometida a una serie de

cambios y avances que le han permitido establecerse cada vez mas tanto en areas del saber, como

en variedad de campos de la industria. El desarrollo tecnolédgico y la innovacion han ido de la

mano con la evolucion del pensamiento critico y las necesidades que, como consecuencia de las

actividades del hombre, han ido emergiendo. Si bien las técnicas analiticas empleadas hoy dia para

realizar variedad de ensayos, tanto cualitativos como cuantitativos, han ido reemplazando las

practicas mas tradicionales de la quimica hiumeda, la cual hace referencia a que la gran mayoria de

sus analisis se hacen en fase liquida, su aplicacion, por cuestion de practicidad y eficiencia, sigue

teniendo gran relevancia tanto a nivel industrial como académico, especialmente como métodos
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de cuantificacion de sustancias. Con base en lo anterior, se justifica el desarrollo de técnicas que
permitan que la quimica himeda se vea complementada con la quimica instrumental actual; tal es
el caso de los métodos espectrofotométricos los cuales tienen un rol importante en este tipo de

practicas.

4.7.3.1 Espectroscopia UV-VIS

En la espectroscopia UV-Vis convencional, se da que la radiacion incidente es absorbida
por los electrones de la capa méas externa de la molécula haciendo que estos alcancen niveles
energéticos mas altos, permitiendo asi, la obtencion de informacion caracteristica del analito en

estudio al analizar la magnitud de la radiacion que traspasa la muestra y llega al detector.

La espectroscopia UV-Vis es utilizada tanto para obtener informacion estructural de una
determinada molécula, como para cuantificar una sustancia en una matriz dada. Este Gltimo

corresponde al uso que se le daré a esta herramienta en el presente trabajo de investigacion.

4.8  Verificacion y validacion de un método.

Partiendo de la definicion de estos conceptos, se puede distinguir entre validacion y
verificacion; se considera que se estd realizando una validacion cuando se lleva a cabo un
procedimiento que hasta el momento no ha sido normalizado, por otra parte, una verificacion es la
confirmacion de un método haciendo uso de una serie de datos/evidencias que permitan demostrar

que los requisitos impuestos en la norma se cumplen adecuadamente (VIM, 2004).

En funcion de lo establecido por la norma ISO/TEC 17025, todo laboratorio que desee
prestar el servicio de uno o mas ensayos, debera verificar que cada uno de sus métodos son
aplicables en sus instalaciones, y que tanto los procedimientos realizados como los resultados

obtenidos, cumplen adecuadamente con lo exigido en la normatividad (ICONTEC, 2017).
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Dicho esto, a continuacidn, se encuentran desglosadas a detalle las figuras de método que

seran tenidas en cuenta para la verificacion realizada en este trabajo (Morillas, 2016).

4.8.1 Exactitud y precision.

Tanto la exactitud como la precision tienen un papel fundamental a la hora de medir la
calidad de una medicion. Por definicion, la exactitud es la cercania que tiene el promedio de los
resultados obtenidos con respecto a un valor de referencia, y se calcula mediante el sesgo y el
porcentaje de recuperacion. Por otra parte, la precision es, por definicion, la medida de cercania

que tienen los resultados obtenidos entre si y bajo las mismas condiciones (VIM, 2004).

4.8.2 Selectividad.

La selectividad en un procedimiento analitico que se relaciona con la capacidad que tiene
el método para identificar y cuantificar un analito en particular de entre una mezcla/matriz
compleja, y que no presente interferencias de propiedades similares al analito que puedan generar

un falso positivo (Vessman et al, 2001).

A la hora de realizar una verificacion se cuenta con una ventaja enorme de partida, y es que
esta propiedad ya ha sido estudiada en el momento que se normaliz6 la técnica, por lo cual la
selectividad no suele ser una variable a identificar en procesos como el realizado en este trabajo,

pero que no obstante tiene un valor significativo el tener el concepto claramente entendido.

4.8.3 Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)
Una vez se ha escogido un método selectivo, el cual arroje resultados que sean tanto
precisos como exactos, es importante establecer tanto la cantidad limite de analito detectable por

dicho método, como la cuantificable.
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El limite de deteccion se define como la cantidad minima de analito detectable por un
método bajo un nivel de confianza establecido, y el limite de cuantificacion es la cantidad minima
de analito que puede ser cuantificada bajo unos criterios de reproducibilidad aceptables con
operaciones de rutina, es decir, que la precision de los resultados tenga un desempefio satisfactorio

(Morillas, 2016).

Experimentalmente el LOD y el LOQ se determinan de la siguiente manera

(Morillas, 2016):

LOD =Y5;+3S}, 1)
LOQ =Yg + 10 S} (2)
Doénde:

Yg: Promedio de los valores obtenidos para el blanco de reactivos. (10 repeticiones)
Sy Desviacion estandar de los valores del blanco de reactivos. (10 repeticiones)

Si bien las 10 repeticiones realizadas para calcular el LOD y el LOQ pueden arrojar un
resultado con un grado de confiabilidad significativo, en caso de que el laboratorio tenga sospechas
de que las muestras que van a ser evaluadas con este método tendran bajas concentraciones del
analito, tanto el LOD como el LOQ deberan ser monitoreados con cierta regularidad (Morillas,

2016).

4.8.4 Intervalo de trabajo.
El intervalo de trabajo permite tener idea de en qué rango de concentracion se puede

trabajar para realizar la cuantificacion de un analito, por lo cual tiene un papel importante en todo
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proceso de verificacién de un método. Dicho intervalo corresponde al rango en donde la curva de

calibracién se comporta de manera lineal, es decir, donde se cumple la ley de Lambert-Beer.

Los limites de dicho intervalo estan demarcados por, en la parte inferior, el LOQ, el cual
como ya se menciond en el inciso anterior, indica la cantidad minima cuantificable de un analito
por el método que se esta desarrollando; y en la parte superior, el valor maximo en el cual se
conserva la linealidad de la curva esta definido por los valores de concentracion que, al ser cada

vez mas altos, pueden llegar a presentar anomalias en la sensibilidad del método.

En la figura 4 se puede observar un ejemplo de andlisis del intervalo de trabajo de un

método, y qué forma debe tener finalmente el rango lineal en la curva de calibracion.

Figura 4.

Ejemplos de analisis del intervalo de trabajo de un método.

10 —  Dfervalode —
. trabaj
LI 4— Intervalo lmeal ——p abajo
£ l 80 1
g :
E [ sensibilidad T
= g & analitica £ 6l -
E 3 : £ 2
T4 | E =
v l l 2 40
-1 -
. - & 207
e o
#
’J‘
fi
0 1 1 1 | 1 | ' ' ' I ' '

H i il &l 1

0 2 1 6 310 12 @ !
@ Concentracion de los patrones utilizados para Concentracion de la muestra de ensavo
calibracion

Nota. A) Ejemplo de una curva de respuesta para identificar el rango lineal de trabajo de un
método analitico. B) Ejemplo de una curva de calibracion de un método analitico (Morillas,
2016).
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4.8.5 Curva de calibracion.

Una curva de calibracion es una funcion que se emplea para relacionar dos variables entre
si, y asi poder determinar si existe una proporcionalidad entre estas. Las variables involucradas
generalmente hacen referencia a la cantidad de una sustancia, y a la sefial respuesta de un equipo

frente a esta. Su estructura se evidencia en la ecuacion 3.

y=bx t+a (©)
Donde:

b = pendiente de la recta

a = intercepto de la recta con el eje x.

Con la intencién de estudiar la ya mencionada relacion entre una variable y la otra, se
realiza un proceso de regresion lineal simple. Su objetivo es explicar el comportamiento de la

variable dependiente y, respecto a otra variable x denominada independiente (Laguna, 2014).

El método de minimos cuadrados es uno de los mas utilizados para realizar una regresion
lineal simple. Siguiendo la forma descrita en la ecuacion 3, se tiene que los valores de a y b son

(Laguna, 2014):

a=y—Dbx 4)
— Sxv
b= ©)
Siendo:
_ 1 _ 1
Yy = n ?:13’i X = ZZ?:NQ (6)
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Sir = > 2 (X = D) (¥ — ) (7)
S§= -3, (6 — %)? (8)
Donde:

Xy y: promedio de los valores de x y y.
Syy- covarianza muestral.
SZ: varianza muestral de x.

Por medio de la técnica de regresion lineal se llega a un valor de y esperado (9), y la
diferencia entre dicho valor y el y experimental se le conoce como residuo o error, el cual se desea
que sea lo méas pequefio posible. Matematicamente se expresa de la siguiente manera (Laguna,

2014):
e=y—J 9)
El método de los minimos cuadrados consiste en tratar de encontrar valores de a 'y b tales

que al realizar la suma de los cuadrados de los residuos en cada medicién (ecuacion 10), esta sea

lo més pequefia posible (Laguna, 2014).
SCResiduos = Z?:l eiz = Z?:l(yi - y\i)z (10)

Todo proceso de verificacion de un método analitico debe ser sometido a un tratamiento
estadistico de sus resultados; esto con el fin de demostrar desde un punto de vista matematico todos
los aspectos que ya antes se han mencionado respecto a la calidad, reproducibilidad y precision de
dichos resultados. Ya que la curva de calibracion tiene un papel fundamental en el presente trabajo,

se hace necesario que los valores que se emplean para elaborarla tengan dicho tratamiento.
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4.8.5.1 Coeficiente de correlacion lineal de Pearson.

El grado de linealidad que existe entre una variable x y una variable y se puede determinar
de manera eficiente mediante el céalculo del coeficiente de correlacion lineal de Pearson (r). Sus
valores pueden oscilar entre -1y 1, y entre mas cercano a la unidad se encuentre el valor absoluto

del coeficiente, se dice que la relacion lineal entre ambas variables es alta (Laguna, 2014).

_ Sxv. 11)

- SxSy
Donde:
r: Coeficiente de correlacién lineal de Pearson

Las expresiones matematicas de Syy, Sy Y Sy Se encuentran desglosadas en las ecuaciones
7y 8. Parael valor de Sy y Sy se debe tomar la ecuacion 8 y sacarle la raiz cuadrada, y en el caso

de Sy, es exactamente la misma ecuacion, pero cambiando la variable x por y.

Figura 5.

Ejemplos de diferentes valores del coeficiente de correlacion lineal de Pearson

r=71

r=0,97

r=-—1

P— r=—0,97
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Nota. En esta imagen se puede observar como es el comportamiento de las variables involucradas.

Tomado de: (Laguna, 2014).

4.8.5.2 Coeficiente de determinacion.

La diferencia entre el coeficiente de correlacién lineal de Pearson (r) y el coeficiente de
determinacion (R?) es tan simple como concreta; en el caso de r se mide el grado de asociacion
que tienen dos variables, y en el del R? se mide qué tanto varia la variable dependiente a partir de

la variable independiente (Laguna, 2014).

Adicionalmente, se tiene que r brinda mas informacion del sistema que R?, pues ademas
de describir queé tanto se asocian las variables involucradas, permite conocer si dicha relacion es

positiva 0 negativa dependiendo del signo que posea (Laguna, 2014).

El coeficiente R? indica el grado de ajuste que posee la recta de regresion con los valores
experimentales encontrados y su valor corresponde al cuadrado del coeficiente de correlacion
lineal de Pearson, y de igual manera que este, entre mas cercano sea su valor a la unidad, se
considera que el ajuste realizado con respecto a lo encontrado experimentalmente, es mejor

(Williams, 2008).

4.8.5.3 Pruebat de Student.
Mediante este ensayo estadistico se relacionan los valores de r y R? para comprobar la linealidad
de la curva. Con estos dos datos se procede a calcular el valor de t empleando la ecuacion 12. El
valor calculado se compara con el valor de t tabulado para el nivel de confianza deseado, y
utilizando un contraste de t de dos colas y n-2 grados de libertad. Si el t calculado es mayor al valor
de t tabulado para el correspondiente nimero de mediciones, se considera que existe una

correlacion lineal entre x e y. La ecuacion utilizada para el calculo de t se encuentra a continuacion:
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_ rvn—2

tcalc - Vi-RZ (12)

4.8.5.4 Prueba de Grubbs.

Esta prueba permite, mediante un analisis del promedio y la desviacion estandar de los
datos, determinar si existe 0 no un dato que pueda ser catalogado como anémalo. Partiendo de un
conjunto de datos x; hasta x,, ordenados de manera ascendente, se calcula el promedio de estos y
su desviacion estandar; seguidamente, empleando la ecuacion 13 se procede a calcular el valor de

T tanto para el punto minimo como para el maximo de los datos.
X=X
Tew = (13)

Donde:
x: valor minimo o méaximo de los datos.

Al igual que se hizo en el inciso 4.8.5.3, los valores de T calculado se comparan con los
valores de T tabulados para el nivel de confianza deseado y con un n nimero de mediciones. Si el

T calculado es mayor que el T tabulado, se considera que el dato es anémalo.

4.8.5.5 Prueba de Cochran (C).

Con el fin de analizar la homogeneidad de los valores analizados se realiza la prueba C de
Cochran, la cual asume un disefio equilibrado en el cual se examina una serie de datos individuales
en grupos de igual tamafio (K) y una serie de repeticiones (p) (W. Horwitz, 1988). Se considera
que los resultados obtenidos son homogéneos entre si cuando el valor de C tabulado sea mayor al
C calculado en funcion de los valores de k y p establecidos. La ecuacion empleada para hallar el

C calculado se encuentra a continuacion:
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Sthax
Ceaic = S (57)2 (14)

4.8.6 Demostracion inicial de la capacidad (IDC).

Con el fin de demostrar que el analista tiene las competencias necesarias para aplicar una
determinada técnica analitica, este debe realizar un IDC antes de llevar a cabo un ensayo con una
muestra real. Un buen IDC no solo indica que en efecto el analista aplica correctamente el método,
sino también demuestra que el procedimiento que ejecuta el laboratorio puede brindar resultados
con un grado de exactitud y precision acordes a lo estipulado en el método de referencia. Si bien
en el inciso 4.8.1. ya se definid de manera breve y concisa qué son la exactitud y la precision, a
continuacion, se encuentran las ecuaciones que deben emplearse en cada uno de estos casos para

cuantificar estas variables.

4.8.6.1 Precision.
La precision se expresa mediante el coeficiente de variacion (CV) el cual representa la

desviacion estandar relativa de las mediciones, y sus unidades son el porcentaje (Baird et al, 2017).

CV = %RSD = % +100% (15)
Sea:
— )2
s= [sn, B (16)
Dénde:

n: nimero de mediciones realizadas.

s: desviacion estandar de los resultados de las mediciones.

x: promedio del resultado de las mediciones.
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4.8.6.2 Exactitud.
La exactitud se determina calculando el sesgo entre el resultado producto de la medicion
experimental y el valor de referencia ya sea de una solucion patron o de una muestra de

concentracion conocida. El sesgo se expresa en %error y se halla de la siguiente manera:

valor experimental—valor referencia

Yerror = * 100% 17)

valor referencia

Para que el resultado obtenido experimentalmente se considere aceptable, el valor del

porcentaje de error debe ser menor al 10%.

4.8.7 Cartas de control (CC).

Las cartas de control son unas herramientas que representan gran utilidad a la hora de
probar que tanto la exactitud como la precisién de las mediciones que se estan realizando es
aceptable. Permiten que se demuestre estadisticamente la veracidad de los datos y en caso de que
se presenten irregularidades en los resultados, poder detectarlos de manera eficiente (Baird et al,

2017).

Las dos cartas de control que se van a emplear en la presente confirmacion son las mas

comunmente utilizadas; la carta de control de medias y la carta de control de precision.

4.8.7.1 Carta de control de medias (M).

La carta de control de medias se puede utilizar para la gran mayoria de controles de calidad
(Bk, LOQ), estandares de calibracion, LFB, LFM, entre otros), y se construye a partir del promedio
y la desviacion estandar de un nimero especifico de mediciones de dichos controles. Esta carta
tiene dos elementos denominados limite de advertencia (LA) y limite de control (LC). Si el
resultado obtenido para una muestra se encuentra dentro del rango establecido por el LA (£25s), se
considera que es una medicion controlada y dicho resultado es aceptado. Por otra parte, si el
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resultado obtenido para una muestra se encuentra en el rango comprendido entre el LAy el LC
(x3s), se considera que este resultado puede presentar irregularidades y por lo tanto se debe
inspeccionar cudl puede ser la fuente de error asociada a dicha medicion. Finalmente, si el
resultado obtenido para una muestra se encuentra fuera del rango establecido por el LC, éste se
debe rechazar ya que se considera como un dato fuera de control estadistico, lo cual tendrd como
consecuencia la repeticidn de dicho lote de muestras (Baird et al, 2017). Un ejemplo de la carta de

control de medias para el porcentaje de recuperacién del analito se puede observar en la figura 6.

Figura 6.

Ejemplo de carta de control de medias.

110 -

100 e . -

90 -

80 [

Concentration, % Recovery

70

Date

Nota. Tomado de: (Baird et al, 2017).

4.8.7.2 Carta de control de precision (R).

La carta de control de precision es utilizada para, como su nombre lo indica, medir la
precision de las mediciones realizadas, y por tanto concluir si el método es o no reproducible en el
tiempo. Esta carta de control, asi como en la de medias, se construye a partir del promedio y la
desviacion estandar de una serie de mediciones, con la diferencia de que la variable que se va a
someter al analisis estadistico seréa la diferencia porcentual relativa (RPD) de cada lote de muestras

analizado. Teniendo en cuenta que el %RPD tiene su linea base en 0%, y que su magnitud siempre
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tendra valores positivos, solamente se tienen en cuenta los valores positivos del LAy el LC. Un

ejemplo de la carta de control de precision puede observar en la figura 7.

Figura 7.

Ejemplo de carta de control de precision.

10 -

Range of Duplicates, mg/L

Date

Nota: (En este caso se grafica el rango de variacion de la concentracion de los duplicados contra

los datos). Tomado de: (Baird et al, 2017).

4.8.8 Blanco y matriz fortificados de laboratorio.

El blanco fortificado de laboratorio (LFB) y la matriz fortificada de laboratorio (LFM) son
variables que permiten evaluar la eficiencia de extraccion del analito con el procedimiento que se
esta llevando a cabo, ya sea en un blanco de reactivos o en una muestra de rutina. La adicion del
fortificante esta limitada por el intervalo de trabajo del método, y sera menor o igual al punto
medio del mismo (< 50% del rango de trabajo de la curva de calibracion). Adicionalmente se
sugiere que se utilice las mismas concentraciones tanto para el LFB como el LFM, para asi evaluar

el efecto de la matriz sobre el analito (Baird et al, 2017).

Las ecuaciones utilizadas para calcular el porcentaje de recuperacion (%R) tanto para el

LFB como para la LFM respectivamente se encuentra a continuacion:
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Cencontrada experimentalmente
%RLFB = P * 100% (18)
Cadicionada

UoRypy = LRI 1009 (19)

Donde:
C.rm- Concentracion de la matriz fortificada de laboratorio
C,, V4: Concentracion y volumen respectivamente de la solucién utilizada para fortificar.
Cuy, V. Concentracion y volumen respectivamente de la muestra sin fortificar.

Para evaluar la precision de los resultados obtenidos, ya sea para las muestras o para las
LFM se realizan duplicados de las mismas, y a estas, se les calcula la diferencia porcentual relativa

(%RDP) empleando la siguiente ecuacion:

|CM—Cm-p|
0, PD = ———2—~__ 0,

Donde:
Cy: Concentracién de la muestra o la LFM.
Cy—p: Concentracion del duplicado de la muestra o la LFM.

4.8.9 Incertidumbre.
Toda medicion realizada tiene asociada a ella una incertidumbre, la cual debe ser incluida
en los resultados que se reporten ya sea para un trabajo de investigacion o en la prestacion de un

servicio acreditado.

La incertidumbre se considera como un intervalo que tiene toda medicién, la cual

corresponde al rango de valores que se le pueden atribuir a la cantidad que se esta midiendo. Una
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aplicacion correcta de este concepto incluira todas las variables que intervienen directa e
indirectamente en llegar al resultado final (Morillas, 2016); en el caso del trabajo aqui desarrollado
se tiene como ejemplo el material volumétrico y de pesado, la calidad/pureza de los reactivos, el

equipo espectrofotométrico, entre otros.

Para cuantificar de manera confiable el valor de la incertidumbre se debe tener en cuenta
cada una de las fuentes de ésta y evaluarlas por separado, para que de esa manera se pueda saber

que tanto contribuye cada una en el observable.

La incertidumbre puede ser tipo Ay tipo B. La incertidumbre A es, segun el Vocabulario
Internacional en Metrologia, ‘‘la evaluacion de un componente de la incertidumbre de medicion
mediante un analisis estadistico de los valores obtenidos a unas condiciones definidas’’ (Strickland
et al, 1972). Un ejemplo de esto es la curva de calibracion elaborada para la cuantificacion de un
analito, y las ecuaciones para calcular la incertidumbre estandar asociada a estas mediciones son

las siguientes:

_ s 1,1 (x—%)?
nx) = - Jp ot (21)
Sea:
PECHE _
s = /— Sex = Xt (% = %)? (22)
Dénde:

s: desviacion estdndar de los residuales de la regresion lineal

S,x- Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones

e;: Residuales (y — ¥)
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p: numero de repeticiones en las que se hizo la curva de calibracion
n: nimero de puntos que tiene la curva de calibracién multiplicado por p
b: pendiente de la curva de calibracion

Por otra parte, la incertidumbre de tipo B, seglin el Vocabulario Internacional en
Metrologia, es aquella que se determina por métodos diferentes a la evaluacion estadistica de una

serie de observaciones realizadas directamente por el operario (ICONTEC, 2003).

Este tipo de incertidumbre proviene principalmente de, entre unas tantas, las siguientes

fuentes:

e Certificados de calibracién
e Manuales de fabricante
e Procedimientos técnicos

e Ensayos de aptitud de equipos

La incertidumbre estandar se obtiene segun qué distribucion de probabilidad se utilice para
realizar el célculo; de entre estas se encuentra la distribucién normal, rectangular, triangular y la

trapezoidal (CEM, 2008).

Para el presente trabajo, se va a emplear una distribucion de tipo rectangular, la cual
consiste en que la variable que se estd expresando se puede encontrar entre un rango establecido
de igual probabilidad, es decir, que los extremos se encuentran, en magnitud, a la misma distancia
del resultado reportado. La incertidumbre estandar (u(x)) en la distribucion rectangular se calcula

de la siguiente manera (ICONTEC, 2003), (Pérez, 2012):

nex) =% (23)
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Donde:
a: magnitud del rango de probabilidad.

Para el calculo de la incertidumbre estdndar de una serie de n observaciones repetidas e

independientes, la incertidumbre estandar es igual a (Pérez, 2012):
S
h(x) = = (24)
Donde:
s: desviacion estandar de los resultados

n: niumero de mediciones

Para calcular la incertidumbre estandar para una incertidumbre de tipo B, maés

especificamente un instrumento calibrado, se emplea la siguiente ecuacion (Pérez, 2012):

H() = (25)
Donde:

U: Incertidumbre expandida dada en el certificado de calibracion del patrén utilizado.

k: factor de cobertura indicado.

Teniendo el valor de incertidumbre estandar, se puede calcular la incertidumbre estandar

relativa (u,.) de acuerdo a la siguiente ecuacion (ICONTEC, 2003), (Pérez, 2012):

W, =2 (26)

X

Para el calculo de la incertidumbre estandar combinada (p.) del método se debe sacar la
raiz cuadrada de la sumatoria de los cuadrados de las incertidumbres estandar relativas de todas
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las fuentes que intervienen en la medicidn. Esta operacion se puede observar en la siguiente

ecuacion (ICONTEC, 2003), (Pérez, 2012), (Howarth, 2008):

e = VI 1T+ 1 7

Finalmente, el célculo de la incertidumbre expandida del método (U), el cual representa,
por definicion, la cantidad que define un intervalo alrededor de una medicién del que se puede
esperar que abarque una fraccion grande de la distribucidn de valores que razonablemente pudieran
ser atribuidos al mensurando, se realiza de la siguiente manera (ICONTEC, 2003), (Pérez, 2012),

(Howarth, 2008):

U=yp.*k (28)
Donde:

k: factor de cobertura. Para un nivel de confianza del 95%, dicho valor corresponde a 2.

4.8.10 Curva de Ringbom.

La curva de Ringbom es una herramienta de gran utilidad para determinar de manera
confiable el intervalo lineal de la curva de calibracion; en ella se establecen los puntos de la curva
que satisfacen el requerimiento de exactitud y precision que se necesita para tal proposito, y
mediante su aplicacion se pueden llegar a descartar aquellos puntos que se desvian del

comportamiento lineal esperado.

Graficando el porcentaje de absortancia contra el logaritmo de la concentracion se obtiene
una curva de tipo sigmoide, y la parte lineal de la misma correspondera al rango lineal en el cual

se podra preparar la curva de calibracion.

El porcentaje de absortancia se calcula de la siguiente manera:
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%Absortancia = 100 — %T (29)
Siendo

%T = 1074 %« 100% (30)
Donde:

A: Absorbancia.
%T: Porcentaje de transmitancia.

En la figura 8 se puede observar un ejemplo de una curva de Ringbom en donde el rango
lineal de trabajo se encuentra demarcado con una linea roja que intercepta los puntos que

corresponden a la fraccion lineal de la curva.

Figura 8.

Ejemplo de curva de Ringbom.
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Nota. Tomado de: https://gaqc2000.blogspot.com/2016/04/el-error-asociado-los-algoritmos-

en.html
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5. Metodologia

El método que se va a aplicar para la determinacion de fenoles totales en el presente trabajo
es el 5530D del Standard Methods, y se usaré en las matrices de agua residual (doméstica y no

domeéstica) y superficial. Se empleara la espectroscopia UV-vis como técnica analitica.

Previa al andlisis en el laboratorio, se encuentra la etapa del muestreo y la correspondiente
preservacion del analito. Para la recoleccion de muestras se pueden emplear tanto frascos de vidrio
como de plastico, y se requiere un minimo de 500 mL de agua para su analisis. Para la preservacion
de la muestra se emplean &cido sulfurico concentrado para llevar a un pH inferior a 2,0 y
refrigeracion a temperaturas menores a 6°C; estas dos condiciones permitiran que la muestra sea
analizable por un periodo méaximo de 28 dias desde la recoleccién de la misma (E.W. Rice et al,

2017).

5.1 Equipos, materiales y reactivos.
5.1.1 Equipos.
e Espectrofotdbmetro HACH, que tiene como fuente de luz un fototubo infrarrojo, y que emite
un haz de luz de 880 nm, con un paso de 5,0 cm.
e Balanza analitica BEL Engineering, M124A
e Destilador Kjeldahl con tubos de digestion Kjeldahl.

e pHmetro HANNA HI 5522

5.1.2 Materiales.
e Pipetas aforadas clase A de 5, 10, 25y 50 mL.

e Pipetas volumétricas clase Ade 1y 5 mL.
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e Balones aforados clase A de 100, 200, 250, 500 y 1000 mL.
e Probetas volumétricas clase A de 100 mL.

e Vasos de precipitados de 50 y 150 mL

e Frasco de vidrio &mbar de 250, 500 y 1000 mL.

e Celda de vidrio de 5 cm.

e Espatulas.

e Embudos.

e Vidrio-relojes

e Agitadores magnéticos.

e Pipetas Pasteur.

e Jabdn neutro.

Todo el material de vidrio utilizado fue lavado previamente de acuerdo con el LB-P28
(Procedimiento para lavado de material) establecido en el laboratorio; el cual especifica que para
la determinacion de fenoles totales se debe emplear como solucién de lavado H2SO4 al 10%. Este

material se sometio a la revision y/o control de calidad pertinente.

5.1.3 Reactivos.
e Solucion de HzPO4 1:10: Diluir 10 mL de H3PO4 al 85% (Merck) a 100 mL con agua
destilada.
e Solucion de NaOH 2,5 N: Disolver 10 g de NaOH granular (Merck) en 100 mL de agua

destilada.
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Solucion stock de fenol de 1000 ppm: Disolver 1,0000 g de cristales de fenol grado
analitico (PanReac) en 1000 mL de agua destilada fresca. Preservada con H,SOs
concentrado.

Solucion de Bromato-Bromuro (KBrOs— KBr): Disolver 2,784 g de KBrOs anhidro grado
analitico (PanReac) y 10 g de KBr grado analitico (PanReac) en 1000 mL de agua destilada.
HCI concentrado. (PanReac).

Kl grado analitico. (Merck).

Solucion de NaxS;03 0,025 M: Disolver 6,205 g de NaxS203 * 5H,O grado analitico
(PanReac) y 0,4 g de NaOH granular (Merck) en 1000 mL de agua destilada

H2SO4 concentrado. (PanReac).

Solucion de KH(103)2 0,0021 M/0,025 N (Reactivo estandar primario): Disolver 0,8124
mg de KH(IOz3)2 grado analitico (PanReac) en 1000 mL de agua destilada fresca.
Solucion indicadora de almidon: Disolver 2 g de almidon grado analitico (PanReac) y 0,2
g de acido salicilico en 100 mL de agua destilada.

Solucion de NHsOH 0,5 N: Diluir 35 mL de NH4OH concentrado (Merck) a 1000 mL con
agua destilada.

Solucion buffer de fosfatos (KH2POs — KoHPO4): Disolver 104,5 g de KoHPO4 grado
analitico (PanReac) y 72,3 g de KH2PO4 grado analitico (J.T. Baker) en 1000 mL de agua
destilada. El pH de la solucion debe ser de 6,8.

Solucion de 4-aminoantipirina: Disolver 2,0 g 4-aminoantipirina grado analitico (PanReac)
en 100 mL de agua destilada. (preparar diaria).

Solucion de KsFe (CN)e: Disolver 8,0 g de KsFe (CN)e grado analitico (PanReac) en 100

mL de agua destilada. (preparar diaria).
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Solucion H2SO4 al 10%: Diluir 25 mL de H2SO4 concentrado (PanReac) a 250 mL con

agua destilada.

Estandarizacion de la solucién stock de fenol.

Teniendo en cuenta que el fenol cristalino no es un estandar primario, en el Standard

Methods se sugiere la estandarizacion de la solucion stock empleando Na2S;0s 0,025 M como

agente titulante.

5.21

d)

Estandarizacion de la solucion de Na»S;0s

Inicialmente se estandariz6 la solucion de Na2S;0s de la siguiente manera:

Disolver 2g de KI libre de yodato en un bal6n aforado de 200 mL con 100 a 150 mL de
agua destilada y mezclar bien.

Adicionar a la solucion unas gotas de H.SO4 concentrado y mezclar bien.

Adicionar a la solucion 20,0 mL de la solucion estandar de KH(103)2 0,0021 M, mezclar
bien, y llevar a 200 mL con agua destilada.

Transferir los 200 mL de solucion a un Erlenmeyer de 500 mL y valorarla con la solucion
de NazS»03 adicionando la solucion indicadora de almidon hacia el final de la titulacion
(aparicion de una coloracion pajizo palido). Continuar valorando la solucion hasta la
desaparicion del color azul oscuro.

Si las soluciones tienen la misma concentracion se habran gastado 20,0 mL de NazS20s;
en su defecto hacer el respectivo calculo de la concentracion del titulante empleando las

siguientes ecuaciones:

#eq—g KH(103),

NNays,0, = — o0 (31)

mL Na25203

Donde:
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Nya,s,0,: Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio.

#eq — g KH(103),: Equivalentes-gramo de biyodato de potasio.

mL Na,S,05: Volumen de tiosulfato de sodio empleados en la estandarizacion.

Los equivalentes-gramo de biyodato de potasio se calculan de la siguiente manera:

0,025 Ngr(io,), * 20,0 * 1073 L sin KH(103), = #eq — g KH(I03), = 5 * 10~ (32)

5.2.2

Estandarizacion solucion stock de fenol.

A continuacion, una vez estandarizada la solucidn de Na;S;03, se procedio a estandarizar

la solucion de fenol de la siguiente manera:

a)
b)

d)

f)

9)

h)

En un baldon aforado de 500 mL (con tapa) adicionar 100 mL de agua destilada.

Agregar al balén 50,0 mL de la solucién stock de 1000 ppm de fenol y 1 porcion de 10,0
mL de la solucion de KBrOz— KBr.

Agregar 5,0 mL de HCI concentrado y agitar suavemente. Se debe formar una coloracion
marron del bromo libre.

Si la coloracion no se mantiene, agregar porciones de 10,0 mL de la solucién de KBrOz—
KBr hasta que dicha coloracion sea constante. Normalmente se necesitan 4 porciones de la
solucién de KBrOsz— KBr para que esto suceda.

Dejar el balén tapado y reposando por 10 minutos.

Agregar 1 g de Kl a la solucién y disolver.

Transvasar la solucién homogeneizada a un Erlenmeyer de 500 mL y valorar con la
solucion de Na»S:03 0,025 M utilizando almidén como indicador hacia el final de la
titulacion, tal como se hizo en el inciso 5.2.1 numeral d.

Preparar un blanco de reactivos siguiendo los mismos pasos anteriormente descritos.
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La concentracién de fenol en la solucién valorada se calcula mediante la siguiente

ecuacion:
728 = 7,842+ [(A % B) — C] (33)
Donde:

A = mL de tiosulfato utilizados para la valoracion del blanco.

B = porciones de solucion KBrOsz— KBr utilizadas.

C = mL de tiosulfato utilizados para la valoracion de la solucion de fenol.

5.3  Curvade calibracion.
A partir de la solucion stock de fenol estandarizada se prepara la solucion intermedia de la

siguiente manera:

- Solucién intermedia de 50 ppm de fenol: Diluir 5,0 mL de la solucién stock de fenol

estandarizada en agua destilada fresca y aforar a 100 mL. Preparar diariamente.

A partir de la solucién intermedia de 50 ppm de fenol se prepara la solucién de trabajo de

la siguiente manera:

- Solucién de trabajo de 1,00 ppm de fenol: Diluir 5,0 0 10,0 mL de la solucién intermedia

de 50 ppm de fenol en agua destilada fresca y aforar a 250 0 500 mL (segun se requiera).

Preparar cada 2 horas.

Preparada la soluciéon de trabajo de 1,00 ppm de fenol, se proceden a preparar de la

siguiente manera las soluciones que se emplearan para elaboracién de la curva de calibracion:
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Solucion de 0,10 ppm de fenol: Diluir 10,0 mL de la solucidon de trabajo de 1,00 ppm de

fenol a 100 mL con agua destilada fresca en un bal6n aforado del mismo volumen.

Solucion de 0,15 ppm de fenol: Diluir 15,0 mL de la solucion de trabajo de 1,00 ppm de

fenol a 100 mL con agua destilada fresca en un balén aforado del mismo volumen.

Solucion de 0,20 ppm de fenol: Diluir 20,0 mL de la solucion de trabajo de 1,00 ppm de

fenol a 100 mL con agua destilada fresca en un balon aforado del mismo volumen.

Solucién de 0,30 ppm de fenol: Diluir 30,0 mL de la solucion de trabajo de 1,00 ppm de

fenol a 100 mL con agua destilada fresca en un balén aforado del mismo volumen.

Solucion de 0,50 ppm de fenol: Diluir 50,0 mL de la solucion de trabajo de 1,00 ppm de

fenol a 100 mL con agua destilada fresca en un balon aforado del mismo volumen.

Solucion de 0,70 ppm de fenol: Diluir 70,0 mL de la solucion de trabajo de 1,00 ppm de

fenol a 100 mL con agua destilada fresca en un balon aforado del mismo volumen.

Solucion de 1,00 ppm de fenol: Transferir 100,0 mL de la solucion de trabajo de 1,00 ppm

de fenol en un balén aforado del mismo volumen.

Procedimiento experimental.

Procedimiento de limpieza:

Medir 100 mL de muestra en una probeta de dicho volumen vy transferir a un vaso de

precipitados de 150 mL. Ajustar el pH de la misma hasta alrededor de 4,0 unidades. En el caso de

que la muestra fuese preservada con H>SOa, ajustar con NaOH 2,5 N, y en caso de que no, con

H3PO4 1:10. Seguidamente transvasar el contenido al tubo de digestion Kjeldahl y, empleando el

destilador Kjeldahl, someter a la muestra al proceso de destilacion. Cuando se hayan destilado 100

mL, detener el calentamiento y proceder a purgar el equipo con agua destilada y unas gotas de

H2S04 1:1, para luego seguir con la destilacion de la siguiente muestra.
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En caso de que el destilado presente turbidez, realizar el procedimiento de limpieza una

vez mas.

5.4.2 Generacion de color.

Tomar los 100 mL destilados y transferirlos a un vaso de precipitados de 150 mL y
realizarle el tratamiento que se describe a continuacién: Adicionar 2,5 mL de la solucién de
NHsOH 0,5N e inmediatamente ajustar el pH a 7,9 £ 0,1 empleando la solucion buffer de fosfatos.
Adicionar 1,0 mL de la solucién de 4-aminoantipirina y mezclar muy bien (1,5 minutos); luego,
adicionar 1,0 mL de la solucién de KzFe(CN)e y mezclar muy bien (1,5 minutos). Cabe mencionar
que es necesaria la preparacion de un blanco de reactivos con agua destilada fresca el cual, junto
a los patrones empleados para la elaboracién de la curva de calibracion, deberan ser sometidos a

todo el procedimiento que se le realiz6 a la muestra.

Luego de 15 minutos de adicionada la solucion de KsFe(CN)e leer la absorbancia de la

muestra/blanco/patrones en el espectrofotdometro a 500 nm.

5.4.3 Cuantificacion.
Calcular la cantidad de fenol en la alicuota a partir de las mediciones fotométricas obtenidas
empleando la ecuacion de la curva de calibracion construida, la cual tiene la forma que se evidencia

en la ecuacion 3.

55 Controles de calidad.

55.1 LODyLOQ
El LOD y el LOQ del método se determinaran realizando 10 réplicas del blanco de

reactivos con agua destilada fresca. El calculo de estos se hara empleando las ecuaciones 1y 2.
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5.5.2 Cartas de control.

Para la elaboracion de las cartas de control se prepararon una serie de estandares LFB E
de 0,50 mg fenol/L (para la elaboracion de la carta de control de medias) y LFB E2 de 1,00 mg
fenol/L (para la elaboracion de la carta de control de precision). La cantidad de estandares que se
prepararan para este control de calidad dependera del nimero resultados que estime el laboratorio

para garantizar condiciones aptas de reproducibilidad.

Adicionalmente se hardn cartas de control de medias para la estandarizacion de las
soluciones de Na.S;0s y stock de fenoles con el fin de establecer los limites de advertencia y

control para el cambio de dichas soluciones.
5.5.3 Blancos y matrices fortificadas

Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperacion del método y la reproducibilidad del
mismo a diferentes valores de concentracion dentro del rango de trabajo, se elaboran una serie de
LFB y LFM. Los LFB se prepararan para un rango bajo, medio y alto de concentracion, y la
fortificacion en los LFM se adicionard entre el 1 y 50% del rango de trabajo de la curva de

calibracion.

5.6  Lotes de muestras.

Cada uno de los lotes de muestra analizados, los cuales tendran su correspondiente
duplicado, constara de: el blanco de reactivos (BK), los blancos fortificados LFB 1 (0,15 mg
fenol/L), LFB 2 (0,50 mg fenol/L) y LFB 3 (1,00 mg fenol/L), las muestras y el LFM de cada una
de estas. EI nimero de lotes realizados seran 6, cantidad que esta establecida por el laboratorio

para la confirmacion de métodos.
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Muestras de rutina y su fortificado:

Muestra M1: Agua natural superficial. GEOLOCALIZACION: 7.00156, -73.05998 Comuna de

Guatiguard. PIEDECUESTA, SANTANDER.

Muestra M2: Agua residual doméstica. ESCUELA DE CARABINEROS PROVINCIA DE
VELEZ POLICIA NACIONAL. GEOLOCALIZACION: 6.00979, -73.67183 VELEZ,

SANTANDER

Muestra M3: Agua residual no doméstica. LAVADERO DE AUTOS MACROTIRES.

GEOLOCALIZACION: 7.13521, -73.12989 BUCARAMANGA, SANTANDER.

LFM1 (M1, 0,50 mg PhOH/L), LFM2 (M2, 0,50 mg PhOH/L), LFM3 (M3, 0,50 mg PhOH/L)
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6. Resultadosy Discusion

6.1 Estandarizacion de la solucién stock de fenol.

6.1.1 Estandarizacion de la solucion de Na2S;0s.
Para realizar el calculo de la concentracion de la solucién de Na2S;0Os se empleo las

ecuaciones 31y 32. Los resultados obtenidos se encuentran condensados en la tabla 2.

Tabla 2.

Resultados estandarizacion de la solucién de Na,S,03

. Volumen Normalidad
# mediciones  NayS;03 N@,5,03
[mL]
1 19,85 0,0252
2 19,90 0,0251
3 19,85 0,0252
4 19,95 0,0251
5 19,90 0,0251
6 19,80 0,0253
7 19,85 0,0252
8 19,90 0,0251
9 19,95 0,0251
10 19,90 0,0251
Promedio 0,0251
S 0,0001
%CV 0,24%

Nota. Fuente: Autor

Teniendo en cuenta el valor del %CV se puede observar que hay un alto grado de precision

en las mediciones realizadas.
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6.1.2 Estandarizacion de la solucion stock de fenol.

Para realizar el calculo de la concentracion de la solucion stock de fenoles se utilizo la
ecuacion 33y el resultado de la estandarizacién de la solucion de Na2S20s, en la cual se encontro
una concentracion promedio de 0,0251 N. Tener en cuenta que para todas las mediciones fueron
necesarias 4 porciones de la solucion de KBrOs— KBr, por lo cual en todos los casos B = 4. Los

resultados se encuentran condensados en la tabla 3.

Tabla 3.

Resultados de la estandarizacion de la solucion stock de fenoles.

o Volumen Volumen mg
# mediciones Na,S;03; Bk  NazS,03; PhOH PhOH/L
[mL] [mL]
1 39,95 31,90 1003,0
2 39,95 31,95 1002,6
3 39,90 31,90 1001,4
4 39,95 32,00 1002,2
5 39,90 32,00 1000,6
6 39,95 31,95 1002,6
7 39,95 31,90 1003,0
8 39,90 32,00 1000,6
9 39,90 32,00 1000,6
10 39,95 32,00 1002,2
Promedio 1001,9
S 0,9746
%CV 0,10%

Nota. Fuente: Autor

Teniendo en cuenta el valor del %CV se puede observar que hay un alto grado de precision

en las mediciones realizadas.
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6.2  Curva de calibracion.

Tomando la concentracion de la solucion stock como 1001,9 ppm, el cual fue el valor
promedio encontrado, se realiz6 la correccion a las concentraciones de las soluciones: intermedia
(50 ppm), de trabajo (1,00 ppm) y de calibracién (patrones usados para la preparacion de las

curvas). Los volumenes utilizados en dichas preparaciones son los especificados en la seccion 5.3.

Tabla 4.

Valores de las concentraciones corregidas.

Concentracion

Patron corregida

[mg/L] [mg/L]
50,0 50,1
1,00 1,00
0,15 0,15
0,20 0,20
0,30 0,30
0,50 0,50
0,70 0,70

Nota. Fuente: Autor

Como se puede observar en la tabla 4, la concentracion corregida para los patrones
utilizados en la elaboracion de la curva de calibracion no se ve afectada en las cifras significativas
que se contemplan en el presente trabajo; solo hasta en la tercera cifra, e inclusive en algunas en
la cuarta cifra decimal, se evidencia una variacion en dicho valor, por lo cual se puede seguir
trabajando con los volumenes descritos en la seccion 5.3 y no es necesario hacer una modificacion

en la metodologia.

Para la elaboracion de la curva de calibracién se trabajo con un rango de concentracion

entre 0,00 mg/L y 1,00 mg/L. Se establecieron 8 puntos iniciales a partir de los cuales se realizo6
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la curva de Ringbom, ver figura 10, para luego seleccionar 6 de estos y comenzar a realizar las

curvas de trabajo.

Tabla 5.

Datos utilizados para la elaboracion de la curva de Ringbom.

Estandar Absorbancias A Log ABST
Punto [mg . [mg T %T [100 -
PhoHA] Al A2 A3 promedio 5.0 %T]
1 0,00 0,172 0,171 0,170 0,171 - - - -
2 0,10 0,233 0,233 0,232 0,233 -1,000 0,57 57,10 429
3 0,15 0,260 0,259 0,259 0,259 -0,824 0,56 55,59 444
4 0,20 0,285 0,285 0,284 0,285 -0,699 0,52 51,92 48,1
5 0,30 0,332 0,332 0,331 0,332 -0,523 0,47 46,63 53,4
6 0,50 0,414 0,414 0,413 0,414 -0,301 0,37 36,78 63,2
7 0,70 0,520 0,520 0,519 0,520 -0,155 0,31 30,53 69,5
8 1,00 0,651 0,651 0,650 0,651 0,000 0,22 22,16 77,8

Nota. Fuente: Autor

Figura 9.

Gréfico de la curva de calibracion preliminar para fenoles totales.

0,700

0,600
Foms :
©
s 0,

S 0,300 e °
< 0200 o
0,100
0,000
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
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Nota. Fuente: Autor
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Figura 10.

Gréfico para la curva de Ringbom para fenoles totales.
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° 45,0
40,0
35,0
-1,200 -1,000 -0,800 -0,600 -0,400 -0,200 0,000
Log [mg PhOH/L]

Absortividad

Nota. Fuente: Autor

6.3  Curvade trabajo.

Una vez elegidos los 6 puntos se prepararon 3 curvas de calibracién junto con su duplicado
para la realizacion de la curva de trabajo. Cada lectura se hizo por triplicado y se calculo el
promedio de las absorbancias. Durante dicha preparacion no se realiza el ajuste del equipo en cero
con el blanco de reactivos, por lo cual dicha concentracion se incluye como un punto dentro de la

curva de calibracion.
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Tabla 6.

Datos utilizados para la elaboracion de la curva de trabajo.

Absorbancias

. A
Estandar
Punto [mg PhOH/L] Curva Curva Curva Curva de
1 2 3 trabajo
1 0,00 0,179 0,187 0,172 0,180
2 0,15 0,250 0,266 0,257 0,257
3 0,30 0,332 0,326 0,325 0,327
4 0,50 0,419 0,417 0,413 0,416
5 0,70 0,514 0,517 0,516 0,516
6 1,00 0,653 0,656 0,647 0,652
Nota. Fuente: Autor.
Figura 11.
Gréfico de la curva de calibracion de trabajo para fenoles totales.
0,700
_____ ?
0600 e
© 01500 ........... o
O et
$0400 e o
= o
20300 e
Lo | o y = 0,4702x + 0,1837
0,200 & R?=0,9997
0,100
0,000
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Nota. Fuente: Autor.

Concentracion [mg/L]
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6.4  Confirmacion de la linealidad.
Empleando los datos con los que se construyd la curva de trabajo para la determinacion de
fenoles totales, se realizaron los calculos estadisticos pertinentes y descritos en la seccion 4.8. Los

criterios estadisticos obtenidos se encuentran consignados en la tabla 7.

Tabla 7.

Criterios estadisticos para la confirmacion de la linealidad.

Criterio Valor Criterio Valor
Numero de lecturas (p) 3 Coeficiente de correlacion (r) 0,9995
Numero de datos (n) 18 Pendiente (b) 0,4702
X 0,4417 Ordenada en el origen (a) 0,1837
y 0,3914 Sx 0,3372
n
Z(xi — x)? 2,0463
=1 Sy 0,1586
n
Z(yi —y)? 0,4529
=1 Sxy 0,0535
n
D i-Doi—-y) 0962
=1 SSresiduo 0,00048

Nota. Fuente: Autor.

Finalmente se tiene que la ecuacién de la curva de calibracion para la determinacion de

fenoles totales es:

y = 0,4702x + 0,1837 (34)

Con el fin de analizar la desviacidn estandar entre las curvas de calibracion realizadas para
elaborar la curva de trabajo, se calcul6 el estadistico de Cochran para k =6y p = 3. Los valores

obtenidos se encuentran condensados en la tabla 8.
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Tabla 8.

Resultados de la prueba de homogeneidad de varianza Cochran.

Descripcién Valor
Maéaxima varianza 0,00006
Sumatoria de varianzas 0,00016
G calculado 0,3801

G Tabulado (95%) k=6yp=3 0,6161
G calculado < G tabulado VERDADERO

Nota. Fuente: Autor.

Analizando los resultados obtenidos en la tabla 8 (G calculado < G tabulado) se afirma que
las varianzas entre las curvas de calibracion empleadas para la elaboracién de la curva de trabajo

para la determinacion de fenoles totales son comparables y homogéneas.

Para saber si existe una relacion lineal entre las absorbancias medidas para la elaboracion
de la curva de trabajo y las concentraciones de los patrones preparados, se realizé la prueba del

estadistico t. Los valores obtenidos se encuentran condensados en la tabla 9.

Tabla 9.

Resultados de la prueba t de Student.

Descripcidn Valor
R 0,9995

R? 0,9989

t calculado 122,79

t tabulado (95%) y n = 18-2 2,1199
t calculado > 1 tabulado CUMPLE
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Nota. Fuente: Autor.

Al ser mayor el t calculado que el t tabulado se rechaza una hip6tesis nula'y se da constancia

de la relacion lineal entre las absorbancias medidas y la concentracion de los patrones de fenol.

6.5  Estimacion del limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ)
Como se describid en el inciso 4.8.3, la estimacion del LOD y el LOQ del método se realizo
con los datos obtenidos de la concentracion de 10 blancos de reactivos. Los resultados de dicho

ejercicio se encuentran condensados en la tabla 10.

Tabla 10.

Resultados de la estimacién del LOD y LOQ del método.

# Réplica [mg PhOHI/L]

-0,005
-0,003
-0,016
0,006
-0,021
0,023
-0,009
0,006
-0,018
-0,014
Valor teérico 0,000
Promedio -0,005
T (calculado) para el valor
alto (< 2,18)

T (calculado) para el valor

O© 00 N O Ol & WDN -

[N
o

2,04

bajo (< 2,18) 1,23
Desviacion estandar (s) 0,014
LOD 0,038

LOQ 0,132
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Nota. Fuente: Autor.

Teniendo en cuenta que los valores de T calculados tanto para el valor maximo como para
el minimo de concentraciéon son inferiores al T tabulado, no fue necesario aplicar la prueba
estadistica de Grubbs para la eliminacion de datos andmalos. Con base en lo reportado en la tabla
10, se estableci6 0,15 mg PhOH/L como el limite de cuantificacion para el presente trabajo. Dicha

concentracion sera evaluada en la demostracion de la capacidad inicial.

6.6  Demostracion de la capacidad inicial.
Tabla 11.

Resultados de la demostracion de la capacidad inicial fenoles totales.

e . - Cumple meta
Identificacion Absorban_ma Concentracion S%error Cumple meta % Recuperacion  70% < %R <
de la muestra promedio calculada < 10% error 130%

0,253 0,15 2,2 CUMPLE 97,8 CUMPLE
(O'E%Q 0,259 0,16 7.2 CUMPLE 107,2 CUMPLE
,4o mg
PhOH/L) 0,258 0,16 49 CUMPLE 104,9 CUMPLE
0,260 0,16 8,7 CUMPLE 108,7 CUMPLE
Estandar de 0,431 0,53 53 CUMPLE 105,3 CUMPLE
Conce”g_&‘c'on 0,422 0,51 1,2 CUMPLE 101,2 CUMPLE
media
(0,50 mg 0,414 0,49 2,2 CUMPLE 97,8 CUMPLE
PhOHI/L) 0,405 0,47 6,0 CUMPLE 94,0 CUMPLE
, 0,649 0,99 1,0 CUMPLE 99,0 CUMPLE
Estandar de
concentracion alta 0,644 0,98 2,2 CUMPLE 97,8 CUMPLE
(1,00 mg 0,651 0,99 0,5 CUMPLE 99,5 CUMPLE
PhOHIL) 0,656 1,00 0,4 CUMPLE 100,4 CUMPLE

Nota. Fuente: Autor.

Segun lo reportado en la tabla 11, se puede destacar el cumplimiento tanto en el apartado del sesgo

de error (< 10% error) como en el del porcentaje de recuperacion (70% < %R < 130%) del LOQ.
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6.7 Lotes de muestras evaluados.
Tabla 12.

Resultados obtenidos para los lotes de Bk, LFB, muestras y LFM realizados.

LFB1 LFB2 LFB3 Muestras rutinarias Matriz fortificada

Hore Y5 015 050 100 Wi w2 M3 LFML LFM2 LFM3
. 1 -001 014 051 097 000 002 005 052 050 058

2 000 014 050 098 000 002 005 052 052 057

) 1 002 017 049 099 -001 001 007 051 053 0,57

2 00l 016 049 099 -001 001l 007 051 054 056

1 -002 015 051 099 -001 002 006 053 056 0,57

3 2 002 014 052 099 -001 002 006 053 055 057

) 1 -001 016 053 098 -001 00l 006 053 054 059

2 00l 016 052 098 -001 00l 006 053 054 058

- 1 -002 015 048 1,01 000 001 005 053 053 0,60

2 -001 015 048 101 000 001 006 053 053 0,60

; 1 000 017 050 1,00 -001 002 005 052 055 0,59

2 00l 017 050 100 -001 002 005 052 056 0,60

Promedio 000 016 050 099 -001 002 006 052 054 0,58
Valor teorico - 0,15 0,50 1,00 - - - 050 0,50 0,50
Tca'cu'jdzoz‘ga'ora'to 209 161 163 166 158 1,39 155 1,35 1,16 1,53
T Cg"?“'ado valor 4 a9 170 148 177 109 159 145 181 220 125

ajo < 2,29

s 0,013 0,012 0,016 0,012 0,007 0,005 0,007 0,007 0,016 0,014
%CV - 74 33 13 925 342 116 13 30 24

% Error - 38 06 09 - - - - - -
%R Minimo - 90,7 957 969 - - - 1037 973 1020
%R Méximo - 1162 1059 1012 - - - 1080 1082 1098

Nota. Fuente: Autor.

Como se puede observar en la tabla 12, no fue necesario eliminar ningn dato atipico

mediante la prueba de Grubbs, ya que todas las muestras tienen un Tcal <Ttab.
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Analizando los blancos fortificados de laboratorio (LFB) se puede observar que los tres
cumplen con los criterios de calidad del %CV vy el porcentaje de error, teniendo valores < 20% y

< 10% respectivamente, evidenciando asi un alto grado de precision y exactitud en los resultados.

En el caso de las muestras, se observa tanto en M1 como M2 que el %CV es
significativamente alto, esto sucede porque la concentracion de analito en dichas matrices es
demasiado baja (cercana a cero), y por lo tanto se encuentra dentro del rango no cuantificable por
el método. Para M3 sucede que, si bien se encuentra una cantidad de fenol mayor a M1y M2,
dicho valor también se encuentra por debajo del LOQ, por lo cual el reporte del resultado para las

tres muestras corresponde a < 0,15 mg PhOH/L.

En las matrices fortificadas (LFM) se observan %CV y %R aceptables que cumplen con

los criterios de calidad establecidos de < 20% para el %CV y de 70% < %R < 130%.

6.8 Cartas de control.

6.8.1 Carta de control de medias.
Esta carta de control fue elaborada con el LFB de 0,50 mg PhOH/L denominado como E1,

y se puede observar en la figura 12.
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Figura 12.

Carta de control de medias para fenoles totales.

115,0
....... Limite de advertencia
110,0 Sup.
...................................................... Limite de advertencia
105,0 ® . Inf.
° o ° Limite de control Sup.
14 -
< 100,0 o ® o o
© ° Limite de control Inf.
95,0 | iiiisreerre e e e i .
Promedio
90,0
® Resultados
85,0
0 5 10

Ndmero de mediciones

Nota. Fuente: Autor.

Como se puede observar en la figura 12, todos los %R de los E1 se encuentran dentro de
los limites de advertencia inferior y superior; esto evidencia que no se presenta error sistematico

durante el procedimiento y no es necesario repetir ninguno de los lotes.

6.8.2 Carta de control de precisién para fenoles totales.
Esta carta de control fue elaborada con el LFB de 1,00 mg PhOH/L denominado como E2,

y se puede observar en la figura 13.

73



VERIFICACION DE METODOS FISICOQUIMICOS

Figura 13.

Carta de control de precision para fenoles totales

1,40
1,20
1,00

E 0,80 Limite de advertencia
4
& 0,60 ——Limite de control
0,40 °

e Resultados
0,20 °

0,00
1 3 5

NuUmero de mediciones

Nota. Fuente: Autor.

Como se puede observar en la figura 13, todos los %RPD de los E2 se encuentran dentro
de los limites de advertencia inferior y superior, evidenciando asi un alto grado de precisién en

cada uno de los lotes. Con base en lo anterior, no se requiere repeticién de ninguno de dichos lotes.

6.8.3 Cartas de control de medias para la preparacién de la solucién stock de fenol.
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Figura 14.

Carta de control de medias para la estandarizacion del NazS20s.

0,0254 o
——Limite de
advertencia Sup.
S 0,0253 Limite de
@D ° aqve:rtencia Inf.
S 0,0252 . . . Limite de control
= Sup.
= o . ° ° ——Limite de control
= 0,0251 Inf.
% ° ° ——Promedio
< 0,0250
e Resultados
0,0249
0 5 10

NUmero de mediciones
Nota. Fuente: Autor.

Como se puede observar en la figura 14 todos los valores calculados para la normalidad de
la solucion de Na»S»03 se encuentran dentro de los limites de advertencia inferior y superior,

evidenciando asi un grado de precision aceptable en las mediciones.
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Figura 15.

Carta de control de medias para la estandarizacion de la solucion de fenol.

1006,0 L
------- Limite de
1005,0 advertencia Sup.
1004.0 | e Limite de
R P advertencia Inf.
= 1003,0 o o Limite de control
% ¢ ° ¢ 'Y Sup.
g 1002,0 . Limite de control
£ 1001,0 Inf.
¢ ¢ ¢ —— Promedio
0000 S
999,0 e Resultados
998,0
0 5 10

NuUmero de mediciones

Nota. Fuente: Autor.

Como se puede observar en la figura 15 todos los valores calculados para la concentracion
de la solucion stock de fenoles se encuentran dentro de los limites de advertencia inferior y

superior, evidenciando asi un grado de precision aceptable en las mediciones.

6.9  Fuentes de incertidumbre.

Para la determinacion de la incertidumbre total asociada al método, primero se
identificaron todas las fuentes individuales de incertidumbre tales como; volumen de muestra y la
destilaciéon de la misma, la preparacion del reactivo estandar, la estandarizacion de la solucion
stock, el pHmetro, la adicion de los reactivos de color, el equipo de lectura, la repetibilidad de las
lecturas y el ajuste lineal de la curva de calibracién. Los factores mencionados anteriormente se

encuentran evidenciados en un diagrama de causa-efecto, el cual se puede observar en la figura

76



VERIFICACION DE METODOS FISICOQUIMICOS

16. De acuerdo a esto, se procedio a hacer los respectivos célculos para hallar la incertidumbre

total del método.

Figura 16.

Diagrama de causa-efecto para la determinacion de fenoles totales.

Volumen Curva de
| pHmetro ‘ ‘ Destilacién ‘ muestra Equipo calibracién
“, ™, “, *, “,
u, ™, ", Y s
“, ™, “, , N,
*, *, , “, ,
*, \\ . ", \\
— o — o — . — L — &
Calibracidn A Tolerancia ™ Tolerancia . Calibracion . Ajuste
u, ™, ", Y i Y
\ L \ “ lineal \,
M \ W Ny . .| Concentracion
o o o o -
/ / / / PhOH [mg/L]
Balanza - rd / y
—r Balanza - 4 /
. ’ —F v Iy
Tolerancia 7 P . Vs
_— ——¥
7 Pureza Tolerancia 4
A _— A
Pureza P, V4 r
E—— s s rd
s s / /
Estandarizacion Reactivo Reactivos Repetibilidad de
peso de color las lecturas

Nota. Fuente: Autor.

6.9.1 Incertidumbre de la curva de calibracion (i)

Haciendo uso de los datos de la tabla 7, se pueden observar los valores de b = 0,4702, a =
0,1837,n =18y p = 3 y el valor promedio de las concentraciones de la curva de calibracion x =
0,4417. Empleando la ecuacidn 22 se procedié a calcular el valor de s = 0,00548 y de Sxx = 2,0463.
Teniendo los datos anteriormente mencionados, el valor de concentracion promedio de la muestra
M3 reportada en la tabla 12 (muestra seleccionada para el andlisis de incertidumbre), y utilizando

las ecuaciones 21y 26, se calcul6 la incertidumbre estandar y la estandar relativa.

%1073 - 2
fags = 248102 \/g L4 QU0 _ 7 97,103 mg PHOHIL. (35)

7,92%1073 mg PhOH
== = 0,144 36
Hmar 0,0551mg PhOH ’ (36)
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6.9.2 Incertidumbre del volumen de muestra (tty ).
Teniendo en cuenta que se tomaron 100 mL de muestra en una probeta de 100 mL con una
tolerancia de £ 1,0 mL, la incertidumbre estandar y la estandar relativa se calcularon de la siguiente

manera empleando las ecuaciones 23 y 26.

Uy = 1'3;“ = 0,577 mL gy = 2271 — 5 77 1073 (37)

100 mL

6.9.3 Incertidumbre de la destilacién de la muestra (up,-).
En el proceso de destilacion se utilizaron balones aforados de 100 mL para la recoleccion
del destilado, y dicho material tiene una tolerancia de + 0,10 mL. La incertidumbre estandar y la

estandar relativa se calcularon de la siguiente manera empleando las ecuaciones 23y 26.

_0,10mlL

Up = NG

= 0,0577 mL Hpr = 2o

=577 x107* (38)

6.9.4 Incertidumbre del reactivo peso (ugp).
La incertidumbre asociada al reactivo peso fenol cristalino se compone de tres aportes, la

pureza del reactivo, el pesaje, y el material volumétrico para el aforo de la misma.

La pureza del reactivo es de 100% con una tolerancia de + 0,5%, por lo que su

incertidumbre estandar y estandar relativa se calcula empleando las ecuaciones 23 y 26.

_05%
Up = V3

0,289%
= 0 = 4
0,289% Hpr = "o

=2,89 %1073 (39)

Para determinar la incertidumbre estandar y estandar relativa asociada al pesaje se debe
utilizar la division de la escala de la balanza (la cual es de 4 digitos) y una de las masas utilizadas
como patrén, tomada del certificado de calibracidon de la misma. El célculo se realiza utilizando

las ecuaciones 23 y 26.
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104 1075
Hp1 = 1100\;5? f=1577+10°g Hpir = 5’775;# =115%107° (40)

La incertidumbre expandida reportada en el certificado de calibracion emitido por la
empresa Ingobar Metrologia SAS tiene un valor de u = 0,00015 g, y para el calculo de la
incertidumbre estandar y estandar relativa se emplearon las ecuaciones 25y 26. Tener en cuenta
que para una masa patron de 50 g el factor de cobertura indicado en el certificado de calibracion

esdek=2

“10-% «10-5
gy = 1'501# = 750%105 g gy = 7'505;# =1,50*107° (41)

En la preparacion de la solucion stock de fenol se utilizé un balén aforado de 1000 mL el
cual tiene una tolerancia de £ 0,4 mL. La incertidumbre estandar y la estandar relativa se calcularon

de la siguiente manera empleando las ecuaciones 23 y 26.

0,4 mL 0,231 mL
= = 0,231 mL =—
Upy 73 ) Hpvr = To0omL

=2,31%10"* (42)

La incertidumbre estandar combinada asociada al reactivo peso se calcula empleando la

ecuacién 27 en donde se tienen en cuenta cada una de las cuatro contribuciones.

tre = v (Upr)? + (p1r)? + (p2r)? + (pyr)? = 2,90 % 1073 (43)

6.9.5 Incertidumbre de la estandarizacion de la solucion stock de fenol. (us).

La incertidumbre asociada a la estandarizaciéon de la solucién stock de fenol tiene las
siguientes contribuciones: la pureza de los reactivos de Na>S;03 y KH(103)2, el pesaje de los
mismos, la tolerancia de los balones utilizados para la preparacién de las soluciones de Na;S;03 y

KH(103)2, la tolerancia de la bureta utilizada para el titulante (Na2S203), y la tolerancia de las
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pipetas aforadas usadas para la adicion tanto del estandar KH(103)2, como la de la solucidn stock

de fenol. Dichas contribuciones se calcularon de la siguiente manera:

La pureza del NaxS;0O3 es de 100% con una tolerancia de + 1,0%, por lo que su

incertidumbre estandar y estandar relativa se calcula empleando las ecuaciones 23 y 26.

1,0%

_ _0,577%
Ur1 = 73

= 0,577% Ur1r = 100%

= 5,77 » 1073 (44)

La pureza del KH(IO3), es de 100% con una tolerancia de £ 0,2%, por lo que su

incertidumbre estandar y estandar relativa se calcula empleando las ecuaciones 23 y 26.

0,2% _0,115%

Hry = " = 0,115% HRr2r = 500,

=1,15 1073 (45)

Para la incertidumbre estandar relativa asociada al pesaje, el valor corresponde al calculado
en la seccion 6.8.4 en las ecuaciones 40 y 41 para el reactivo peso (ug1,) Y (Ug2r), SOIO que en esta
ocasion no tiene una aportacion a la incertidumbre sino dos porque fueron dos los reactivos

pesados en esta seccion

En la preparacion de las soluciones de Na.S:03 y KH(103). se emplearon dos balones
aforados de 500 mL con una tolerancia de + 0,25 mL, por lo que su aportacion a la incertidumbre
combinada no seré una sino dos, una por cada reactivo (uy1,) Y (y2r). La incertidumbre estandar

y estandar relativa se calcularon empleando las ecuaciones 23y 26.

_0,25mL

Uy = NG

0,144 mL
= 0,144 mL Ly = 5007;’;

= 2,89 % 10™* (46)

En la estandarizacion de las soluciones de Na.S:O3 y la stock de Fenol se emple6 una
bureta de 25 mL con una tolerancia de +0,03 mL. Teniendo en cuenta que se hicieron dos

valoraciones, su aportacién a la incertidumbre combinada no serd una sino dos, una por cada
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solucion (urq1) ¥y (ur2). La incertidumbre estandar y estandar relativa se calcularon empleando las

ecuaciones 23y 26.

_0,03mL

Ur = V3

=0,0173 mL lpy = 0,2157;2@

= 6,93 * 10 (47)

Para la adicion de los 50 mL de la solucion stock en la estandarizacion de la misma, se
empled una pipeta aforada de 50 mL con una tolerancia de + 0,05 mL. La incertidumbre estandar

y estandar relativa se calcularon empleando las ecuaciones 23 y 26.

0,05mL 0,0289mL
=——=10,0289 mL ==
Upso 73 ) Upsor somL

=577 % 10~ (48)

Para la adicion de los 20 mL de la solucion de KH(103). usados en la estandarizacion de la
solucién de NazS:03 se empled una pipeta aforada de 10 mL con una tolerancia de + 0,02 mL.
Teniendo en cuenta que se tuvieron que tomar dos porciones de 10 mL, su aportacion a la
incertidumbre combinada no sera una sino dos, una por cada porcion (up1o4) Y (Up1og)- La

incertidumbre estandar y estandar relativa se calcularon empleando las ecuaciones 23 y 26.

0,02mL __0,0115mL

Up1o = T = 0,0115 mL Up1ior = 10mL = 1,15 * 10_3 (49)

La incertidumbre estandar combinada asociada a la estandarizacion de la solucién stock de
fenoles se calcula empleando la ecuacion 27 en donde se tiene en cuenta cada una de las trece

contribuciones.

Us = \/.ulz?lr + /’llzi’Zr + .ulzalr + :ulzilr + HLZ?ZT + Au)zBZr + :ulz/lr + .u12/2r + - (50)

Us = 6,23 x1073
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6.9.6 Incertidumbre del pHmMetro (ucpp).

Antes de hacer el desarrollo del color de la muestra, es necesario realizar el ajuste del pH
de la solucion a 7,90 + 0,1 empleando una solucién 0,5 N de NH4sOH y un buffer de fosfatos, razén
por la cual la incertidumbre del equipo de medicién de pH tiene una contribucion a la
incertidumbre del método. Para determinar la incertidumbre estandar y estandar relativa asociada
a la lectura del pH se debe utilizar la division de la escala del pHmetro (la cual es de 2 digitos) y
el valor de pH de uno de los buffers utilizados como patron tomado del certificado de calibracion

del equipo. El célculo se realiza utilizando las ecuaciones 23 y 26.

0,01 upH _ 5771073 u pH _
Uprr = jg” =577 1073 u pH UpH1r = Tp:” =8,25%107* (51)

La incertidumbre expandida reportada en el certificado de calibracion emitido por la
empresa Ingobar Metrologia SAS tiene un valor de u = 0,025 u pH. La incertidumbre estandar y
la estandar relativa se calcularon empleando las ecuaciones 25 y 26. Tener en cuenta que para un
buffer patron de 7,0 u pH el factor de cobertura indicado en el certificado de calibracion es de k =

2,1

0,025 upH __ __0,0119upH

Hprz =1 = 0,0119 u pH Hpnar = = 5 on

=1,70 1073 (52)

La incertidumbre estandar combinada asociada al pHmetro se calcula empleando la

ecuacion 27 en donde se tienen en cuenta las dos contribuciones.

Hepn = \/:uzzJle + #;ZJHZT =189 * 1073 (53)
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6.9.7 Incertidumbre de la adicion del reactivo de color (u.gc).

En la adicion del reactivo de color se tomaron dos pipetas de 1 mL, una para la 4-
aminoantipirina y la otra para el ferricianuro de potasio; estas pipetas tienen una tolerancia de +
0,007 mL. La incertidumbre estdndar y la estandar relativa se calcularon de la siguiente manera
empleando las ecuaciones 23 y 26. Cabe mencionar que como fueron utilizadas dos pipetas para
las dos adiciones, que corresponden a la misma cantidad de reactivo adicionado, se debe calcular

la incertidumbre combinada de dichas contribuciones empleando la ecuacion 27.

+10-3
Ure = °’°37§’”L = 4,04 * 1073 mL Hrer = T2 = 4,045 1073 (54)
tere =+ (rer)? + (Mrer)? = 5,72 % 1073 (55)

6.9.8 Incertidumbre del equipo de medicion (espectrofotometro) (ug;).
El espectrofotometro empleado para realizar las mediciones es el HACH DR 2800, y tiene
una tolerancia de £ 3 nm a una longitud de onda de 500 nm. La incertidumbre estandar y la estandar

relativa se calcularon de la siguiente manera empleando las ecuaciones 23 y 26.

3nm _

:uE:\/g

1,732nm
1,732 nm ==
! Her 500 nm

= 3,46 » 1073 (56)

6.9.9 Incertidumbre de la repetibilidad de las lecturas (ugpr)-
La desviacion estandar de la muestra M3 se obtiene de la tabla 12, valor con el cual se
procede a calcular la incertidumbre estandar relativa asociada a la repetibilidad de las mediciones

de cada uno de los 6 lotes empleando las ecuaciones 24 y 26.

6,31¥1073 mg PhOH

1,82*10~3 mg PhOH/L
HRM3T = =0 5ot mg PhOH/L 0.0331 (58)
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6.9.10 Incertidumbre combinada del método (u.).
Tal cual se ha explicado en items anteriores, la incertidumbre combinada del método
corresponde a la raiz del cuadrado cada una de las incertidumbres relativas que contribuyeron en

la medicion. El siguiente célculo se realiz6 empleando la ecuacion 27.

e = \/ﬂz%/lsr + Wymr + pr + Hgp + BS F fepn T Here T Mir + Hguzr = 0,148 (59)

Con el fin de analizar cual es la contribucién de cada una de las componentes de la

incertidumbre, se realiz6 un grafico de barras el cuél se encuentra consignado en la figura 17.

Figura 17.
Graéfico de la contribucién de cada una de las componentes de la incertidumbre en la muestra

M3.

m Estandarizacion Stock

® pHmetro

m Repetibilidad

® Equipo

m Reactivo Color
Reactivo Peso

Destilacion
m Curva de calibracion

0,0000 0,0500 0,1000 0,1500

Nota. Fuente: Autor.

84



VERIFICACION DE METODOS FISICOQUIMICOS

De acuerdo con lo evidenciado en la figura 17, las componentes que mas contribuyen a la
incertidumbre del método son la repetibilidad y el ajuste lineal a la curva de calibracion; Cabe
mencionar que las tres muestras analizadas (M1, M2 y M3) presentaron valores de concentracion
inferiores al limite de cuantificacion, razén por la cual las componentes de repetibilidad y ajuste
de la curva de calibracién a la matriz analizada, no son significativos ni deberian ser tenidos en
cuenta para la determinacién de la incertidumbre combinada del método puesto que sus

concentraciones se encuentran fuera del rango de confiabilidad del mismo.

A pesar de no ser apta ninguna de las matrices (M1, M2 y M3) para el analisis de la
incertidumbre del método, se realizaron los célculos para la determinacion de la misma con la
finalidad de dejar descrito en el presente documento cuél es el procedimiento a seguir para su
evaluacion en una matriz dada que posea una concentracion de fenoles totales igual o mayor del

limite de cuantificacion.

6.9.11 Incertidumbre expandida del método (uep)
La incertidumbre expandida se calcula empleando la ecuacion 28. El valor de k = 2 para

un nivel de confianza del 95%.
tomz = 0,148 % 2 = 0,296 (60)

En la situacion donde la incertidumbre fuese aplicable a una matriz con una concentracion

mayor al limite de cuantificacion, el reporte se realizaria de la siguiente manera:
mg PhOH/L = C £ (C*Incertidumbre expandida calculada) mg PhOH/L (61)
Donde:

C: Concentracion de fenoles totales determinada experimentalmente.
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Si se quiere hacer un analisis mas riguroso para la aplicacion de la incertidumbre en
diferentes rangos de concentracion, se pueden tomar matrices que contengan una cantidad baja,
mediay alta del analito para asi estudiar como se comporta la incertidumbre para cada uno de estos

tres rangos.

Los resultados que se reportaron en los informes para cada una de las matrices fueron los

siguientes:

M1: mg PhOH/L = <0,15 mg PhOH/L
M2: mg PhOH/L = <0,15 mg PhOH/L

M3: mg PhOH/L = <0,15 mg PhOH/L
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7. Conclusiones

En el proceso de verificacién del método SM5530-D para la determinacion de fenoles
totales en la empresa Control y Gestion Ambiental se obtuvo un rango lineal de trabajo desde 0,15
mg PhOH/L a 1,00 mg PhOH/L. haciendo una evaluacion de la linealidad del método, de la
correlacion entre las variables analizadas, y de tanto la precision como la exactitud de las

mediciones realizadas.

El procedimiento para la determinacion de fenoles totales en aguas cumple con los criterios
establecidos por la empresa Control y Gestion Ambiental tanto en los LFB como en las LFM para
las siguientes variables: porcentaje de error (< 10%), porcentaje de variacion (< 20%), y porcentaje

de recuperacion del analito (70% < %R < 130%).

Se realizd una robustez del método evaluando el efecto de variables tales como: la
intensidad de agitacion en la adicion de la 4-aminoantipirina y el ferricianuro de potasio para la
formacion del complejo coloreado, el tiempo de agitacion, la estabilidad de, tanto la solucion stock,
como de las soluciones estandares de fenol, y el tiempo de lectura post-destilacion. Esta
informacion quedd documentada en la empresa Control y Gestion Ambiental para ser aplicada en

una futura extension de su acreditacion ante IDEAM.

No fue posible realizar el calculo exacto de la incertidumbre para los diferentes rangos de
concentracion del analito (bajo, medio y alto) dado que las matrices analizadas tenian una cantidad
de fenol menor al LOQ y por esto no se encontraban dentro del rango confiable de reporte. Sin
embargo, el andlisis realizado en la discusion de resultados es aplicable a una matriz la cual su

concentracion esté en el rango lineal del método.
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No fue posible aplicar la verificacidon aqui realizada a una prueba de desempefio certificada
debido a la dificultad para importar este tipo de pruebas en el momento de la aplicacion de este
trabajo. La evaluacion de la confiabilidad de los resultados aqui reportados se puede evidenciar
tanto en la estandarizacion de la solucion stock de fenol y su analisis de los resultados obtenidos,
como en la evaluacion del porcentaje de recuperacion en las matrices fortificadas, teniendo una

recuperacion sobresaliente del analito.
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8. Recomendaciones

El lavado del material es importante realizarlo tal cual se recomienda en el presente
documento para asi eliminar posibles trazas de fenol, puesto que pueden quedar cantidades

pequefas de analito de lotes anteriores, y asi generar una variacion en la medicion.

La preparacion de las soluciones de 4-aminoantipirina y ferricianuro de potasio se
recomienda hacerlas para uso diario, que no se usen dentro de un tiempo mayor a 4 horas, y que
durante dicho lapso estén expuestas a la menor cantidad de luz posible, puesto que ambos

reactivos, y en especial la 4-aminoantipirina, son fotosensibles.

Antes de cada jornada de trabajo realizar una verificacion del pHmetro con las soluciones
de calibracién disponibles, puesto que la exactitud en el pH indicado por el método para el

destilado, tiene un papel importante en la medicion.

Debido al grado de variabilidad en la absorbancia leida para, tanto los blancos de reactivos,
como las soluciones con baja concentracion de analito, se recomienda hacer una evaluacion

progresiva del limite de cuantificacion del método.

Usar agua destilada desionizada en lugar de solo destilada para la preparacion de los
patrones de trabajo, ya que se encontré menor variabilidad en las mediciones con la primera de

éstas.

Aplicar este procedimiento a una prueba de desempefio certificada, con el fin de confirmar

la viabilidad del método bajo las condiciones del laboratorio Control y Gestion Ambiental S.A.S.
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ANEexos

Anexo 1. Datos de las tres curvas de calibracion para la elaboracién de la curva de trabajo

fenoles totales junto con sus respectivos duplicados.

Curva l
Absorbancias
Punto mg PhOH/L

Al A2 A3 Aprom
1 0,00 0,183 0,182 0,182 0,182
2 0,10 0,244 0,243 0,243 0,243
3 0,15 0,256 0,255 0,254 0,255
4 0,20 0,285 0,285 0,284 0,285
5 0,30 0,332 0,331 0,331 0,331
6 0,50 0,435 0,434 0,434 0,434
7 0,70 0,516 0,515 0,515 0,515
8 1,00 0,655 0,654 0,654 0,654

Duplicado Curva 1

Absorbancias

Punto mg PhOH/L

Al A2 A3 Aprom
1 0,00 0,177 0,176 0,176 0,176
2 0,10 0,226 0,225 0,225 0,225
3 0,15 0,246 0,245 0,244 0,245
4 0,20 0,284 0,283 0,283 0,283
5 0,30 0,333 0,332 0,332 0,332
6 0,50 0,404 0,404 0,403 0,404
7 0,70 0,513 0,513 0,512 0,513
8 1,00 0,652 0,652 0,652 0,652
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Curva 2
Absorbancias
Punto mg PhOH/L

Al A2 A3 Aprom
1 0,00 0,195 0,195 0,194 0,195
2 0,10 0,255 0,254 0,254 0,254
3 0,15 0,256 0,256 0,255 0,256
4 0,20 0,270 0,269 0,269 0,269
5 0,30 0,326 0,325 0,325 0,325
6 0,50 0,415 0,414 0,414 0,414
7 0,70 0,513 0,513 0,512 0,513
8 1,00 0,653 0,653 0,652 0,653

Duplicado Curva 2

Absorbancias

Punto mg PhOH/L

Al A2 A3 Aprom
1 0,00 0,180 0,180 0,179 0,180
2 0,10 0,248 0,248 0,247 0,248
3 0,15 0,276 0,276 0,275 0,276
4 0,20 0,280 0,280 0,279 0,280
5 0,30 0,327 0,326 0,326 0,326
6 0,50 0,421 0,420 0,420 0,420
7 0,70 0,522 0,521 0,521 0,521
8 1,00 0,659 0,658 0,658 0,658
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Curva 3
Absorbancias
Punto mg PhOH/L

Al A2 A3 Aprom
1 0,00 0,176 0,175 0,175 0,175
2 0,10 0,227 0,226 0,226 0,226
3 0,15 0,254 0,254 0,254 0,254
4 0,20 0,271 0,271 0,270 0,271
5 0,30 0,318 0,317 0,317 0,317
6 0,50 0,413 0,412 0,412 0,412
7 0,70 0,513 0,513 0,512 0,513
8 1,00 0,644 0,644 0,643 0,644

Duplicado Curva 3
Absorbancias
Punto mg PhOH/L

Al A2 A3 Aprom
1 0,00 0,170 0,169 0,169 0,169
2 0,10 0,233 0,233 0,232 0,233
3 0,15 0,260 0,259 0,259 0,259
4 0,20 0,285 0,285 0,284 0,285
5 0,30 0,332 0,332 0,331 0,332
6 0,50 0,414 0,414 0,413 0,414
7 0,70 0,520 0,520 0,519 0,520
8 1,00 0,651 0,651 0,650 0,651

100



Anexo 2. Célculo de variables estadisticas utilizadas en la confirmacion de la linealidad.

VERIFICACION DE METODOS FISICOQUIMICOS

N (x; —x)* Varianza

Punto  x; Vi 7 0= Gi=9® (-0 G- G- v) Desv. Estand. (s)  %CV
1 0,00 0,179 0,184 -0,004 0,00002 0,195 0,045 0,094
2 0,00 0,187 0,184 0,003 0,00001 0,195 0,042 0,090 0,00006 0,00742 4,13
3 0,00 0,172 0,184 -0,011 0,00013 0,195 0,048 0,097
4 0,15 0,250 0,254 -0,004 0,00002 0,085 0,020 0,041
5 0,15 0,266 0,254 0,011 0,00013 0,085 0,016 0,037 0,00006 0,00786 3,05
6 0,15 0,257 0,254 0,002 0,00001 0,085 0,018 0,039
7 0,30 0,332 0,325 0,007 0,00005 0,020 0,004 0,008
8 0,30 0,326 0,325 0,001 0,00000 0,020 0,004 0,009 0,00002 0,00391 1,19
9 0,30 0,325 0,325 0,000 0,00000 0,020 0,004 0,009
10 0,50 0,419 0,419 0,000 0,00000 0,003 0,001 0,002
11 0,50 0,417 0,419 -0,001 0,00000 0,003 0,001 0,002 0,00001 0,00310 0,74
12 0,50 0,413 0,419 -0,006 0,00003 0,003 0,000 0,001
13 0,70 0,514 0,513 0,001 0,00000 0,067 0,015 0,032
14 0,70 0,517 0,513 0,004 0,00002 0,067 0,016 0,032  0,00000 0,00155 0,30
15 0,70 0,516 0,513 0,003 0,00001 0,067 0,016 0,032
16 1,00 0,653 0,654 -0,001 0,00000 0,312 0,069 0,146
17 1,00 0,656 0,654 0,002 0,00000 0,312 0,070 0,147  0,00002 0,00430 0,66
18 1,00 0,647 0,654 -0,007 0,00005 0,312 0,065 0,143
> 7,95 7,046 7,045 0,001 0,0005 2,046 0,453 0,962 0,00016 0,02813 10,08
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Anexo 3. Datos experimentales obtenidos de los Bk y LFB para cada lote.

; Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

1 0,182 0,181 0,181 0,181 1 -0,01

! 2 0,183 0,182 0,182 0,182 1 0,00

3 0,177 0,176 0,176 0,176 1 -0,02

BK 2 4 0,187 0,18 0,186 0,186 1 0,01
B d 5 0,174 0,174 0,173 0,174 1 -0,02
anco ae s 6 0,195 0,195 0,194 0,195 1 0,02
reactivos . 7 0,180 0,180 0,179 0,180 1 -0,01
8 0,187 0,187 0,186 0,187 1 0,01

9 0,176 0,175 0,175 0,175 1 -0,02

> 10 0,178 0,177 0,177 0,177 1 -0,01

11 0,183 0,183 0,182 0,183 1 0,00

° 12 0,187 0,187 0,186 0,187 1 0,01

Absorbancias
Lote Medicidn FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

1 0252 0,251 0251 0,251 1 0,14

' 2 0,248 0,248 0247 0,248 1 0,14

LFB 1 , 3 0,262 0,261 0,261 0,261 1 0,17

4 0,258 0,258 0,257 0,258 1 0,16

LOQ 5 0,256 0,256 0,255 0,256 1 0,15
(O, 15 mg 6 0252 0252 0251 0,252 1 0,14
7 0,257 0,257 0,256 0,257 1 0,16

PhOH / L) ‘ 8 0,260 0,259 0,259 0,259 1 0,16
9 0,255 0,254 0,254 0,254 1 0,15

> 10 0257 0256 0256 025 1 0,15

11 0266 0265 0265 0265 1 0,17

° 12 0266 0266 0,265 0266 1 0,17
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o Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

1 0,424 0,424 0423 0424 1 0,51
! 2 0,421 0,420 0420 0,420 1 0,50
3 0,416 0,416 0415 0416 1 0,49
LFB 2 2 4 0414 0413 0413 0,413 1 0,49
5 0,426 0425 0,425 0425 1 0,51
(O; 50mg s 6 0,427 0,427 0426 0427 1 0,52
PhOH / |_) . 7 0,433 0433 0432 0433 1 0,53
8 0,430 0,430 0429 0,430 1 0,52
9 0,409 0,409 0,408 0,409 1 0,48
> 10 0,410 0409 0409 0409 1 0,48
11 0419 0418 0418 0418 1 0,50
° 12 0418 0418 0417 0418 1 0,50

Lote Medicion Absorbancias FD mgPhOH/L

Al A2 A3 Aprom

1 0,640 0,639 0639 0639 1 0,97
! 2 0,644 0,644 0,643 0,644 1 0,98
3 0,651 0,651 0,650 0,651 1 0,99
LFB 3 2 4 0,650 0,650 0,649 0,650 1 0,99
5 0,650 0,650 0,649 0,650 1 0,99
( 1,00 mg s 6 0,648 0,647 0,647 0,647 1 0,99
PhOH / |_) . 7 0,646 0,646 0,645 0,646 1 0,98
8 0,646 0,645 0,645 0,645 1 0,98
9 0,658 0,657 0,657 0,657 1 1,01
> 10 0660 0659 0,659 0,659 1 1,01
11 0655 0654 0,654 0,654 1 1,00
° 12 0654 0654 0653 0654 1 1,00
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Anexo 4. Datos experimentales obtenidos de las muestras de agua superficial (M1), agua

residual doméstica (M2) y agua residual no doméstica (M3).

Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

1 0,184 0,183 0,183 0,183 1 0,00
! 2 0,184 0,184 0,183 0,184 1 0,00
3 0,179 0,178 0,178 0,178 1 -0,01
Muestra ° 4 0,178 0,178 0177 0,178 1  -0,01
. . 5 0,180 0,180 0,180 0,180 1 -0,01
rutinaria 3 6 0,181 0,181 0,180 0,181 1 -0,01
M1 A 7 0,177 0,177 0,177 0,177 1 -0,01
8 0,178 0,177 0,177 0,177 1 -0,01
9 0,185 0,185 0,184 0,185 1 0,00
> 10 0,186 0,185 0,185 0,185 1 0,00
11 0,178 0,178 0,177 0,178 1 -0,01
° 12 0,177 0,177 0,176 0,177 1 -0,01

Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

1 0,195 0,194 0,194 0,194 1 0,02
! 2 0,194 0,194 0,193 0,194 1 0,02
3 0,189 0,189 0,188 0,189 1 0,01
Muestra 2 4 0,190 0,189 0,189 0,189 1 0,01
rutinaria 3 5 0,193 0,193 0,192 0,193 1 0,02
6 0,194 0,194 0,194 0,194 1 0,02
M2 A 7 0,190 0,190 0,190 0,190 1 0,01
8 0,191 0,191 0,190 0,191 1 0,01
9 0,188 0,188 0,187 0,188 1 0,01
> 10 0,187 0,187 0,187 0,187 1 0,01
11 0,192 0,192 0,191 0,192 1 0,02
° 12 0,192 0,191 0,191 0,191 1 0,02
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o Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

1 0,208 0,207 0207 0,207 1 0,05
! 2 0,206 0,206 0,206 0,206 1 0,05

3 0215 0215 0215 0215 1 0,07

Muestra 2 4 0,216 0,215 0,215 0215 1 0,07
. ) 5 0213 0213 0212 0213 1 0,06
rutinaria 3 6 0214 0214 0213 0214 1 0,06
M3 . 7 0212 0211 0211 0211 1 0,06

8 0,210 0210 0210 0210 1 0,06

9 0,210 0,209 0,209 0,209 1 0,05

> 10 0210 0210 0,209 0210 1 0,06

11 0,208 0207 0,207 0207 1 0,05

° 12 0209 0,208 0,208 0208 1 0,05

Anexo 5. Datos experimentales obtenidos de los fortificados a las muestras de agua
superficial (LFM1), agua residual doméstica (LFM2) y agua residual no doméstica

(LFM3).

) Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

} 1 0,426 0,425 0425 0425 1 0,52

2 0,425 0,425 0424 0,425 1 0,52

Muestra , 3 0,424 0,423 0423 0423 1 0,51
. . 4 0,422 0422 0421 0422 1 0,51
rutinaria 5 0,431 0,431 0430 0431 1 0,53
fortificada 6 0,432 0432 0431 0432 1 0,53
7 0,430 0,430 0429 0430 1 0,53

LFM1 4 8 0,429 0,428 0428 0,428 1 0,53

9 0,430 0,429 0429 0,429 1 0,53

> 10 0431 0430 0430 0430 1 0,53

3 11 0426 0426 0426 0426 1 0,52

12 0428 0,428 0427 0428 1 0,52
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Absorbancias
Lote Medicién FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom

. 1 0,418 0,417 0,417 0417 1 0,50
2 0,427 0,426 0,426 0,426 1 0,52
Muestra , 3 0,431 0,430 0,430 0,430 1 0,53
. ) 4 0,434 0,434 0,433 0434 1 0,54
rutinaria 5 0,443 0,442 0,442 0442 1 0,56
fortificada 6 0,440 0,440 0,439 0,440 1 0,55
7 0,438 0,437 0,437 0437 1 0,54
LFM?2 4 8 0,436 0,436 0436 0436 1 0,54
9 0,429 0,429 0,428 0,429 1 0,53
> 10 0,432 0,432 0431 0432 1 0,53
11 0,441 0,441 0,441 0,441 1 0,55
° 12 0,443 0,443 0,442 0,443 1 0,56
o Absorbancias
Lote Medicion FD mgPhOH/L
Al A2 A3 Aprom
. 1 0,453 0,453 0,452 0,453 1 0,58
2 0,450 0,450 0,449 0,450 1 0,57
Muestra , 3 0,449 0,448 0,448 0,448 1 0,57
. ] 4 0,447 0,447 0,446 0,447 1 0,56
rutinaria 5 0,452 0,451 0451 0451 1 0,57
fortificada 6 0,448 0,447 0,447 0,447 1 0,57
7 0,460 0,460 0,460 0,460 1 0,59
LFM3 ! 8 0,456 0,455 0,455 0,455 1 0,58
9 0,465 0,464 0,464 0,464 1 0,60
> 10 0,465 0,465 0,465 0,465 1 0,60
; 11 0,457 0,457 0,456 0,457 1 0,59
12 0,462 0,462 0,461 0,462 1 0,60
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Anexo 6. Detalle de las cantidades de analito adicionadas a los LFM1, LFM2y LFM3.

Concentracién adicionada a M1
0,50 mg PhOH/L

Descripcion del adicionado

M UeStra Concentracién de solucion intermedia [mg PhOH/L] 50
rut| na I’Ia Volumen total muestra + patrén adicionado [mL] 101
Volumen patrén a adicionar [mL] 1,0
fO rtlflca d ad FD de la muestra debido al patrén adicionado 1,01
LF M 1 RANGO % Recuperacién
Promedio de mg PhOH/L en M1 -0,01 70 130
% Recuperacion Min. 103,7 Cumple Cumple
% Recuperacién Max. 108,0 Cumple Cumple
Concentracién adicionada a M2
0,50 mg PhOH/L
Descripcion del adicionado
M ueSt I'a Concentracién de solucion intermedia [mg PhOH/L] 50
rut| na r|a Volumen total muestra + patrén adicionado [mL] 101
Volumen patrén a adicionar [mL] 1,0
fO I’tlflca d d FD de la muestra debido al patrén adicionado 1,01
LF M 2 RANGO % Recuperacién
Promedio de mg PhOH/L en M2 0,02 70 130
% Recuperacién Min. 97,3 Cumple Cumple
% Recuperacion Max. 108,2 Cumple Cumple
Concentracién adicionada a M3
0,50 mg PhOH/L
Descripcion del adicionado
M UEStra Concentracidén de soluciéon intermedia [mg PhOH/L] 50
rutl na r-ia Volumen total muestra + patrén adicionado [mL] 101
Volumen patrén a adicionar [mL] 1,0
fO rt|f|ca d d FD de la muestra debido al patrén adicionado 1,01
LF M 3 RANGO % Recuperacién
Promedio de mg PhOH/L en M3 0,06 70 130
% Recuperacién Min. 101,7 Cumple Cumple
% Recuperacion Max. 109,6 Cumple Cumple
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