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RESUMEN

El laboratorio de Aguas y Alimentos de la Universidad Tecnologica de Pereira se
encuentra acreditado por el organismo nacional de acreditacion, ONAC, bajo la
norma /ISO/IEC 17025:2005 "Requisitos Generales Para la Competencia de
Laboratorios de Ensayo y de Calibracion". Esta acreditacion cubre los parametros
de pH, alcalinidad total, dureza total, aluminio, nitratos, nitritos, fluoruros,
turbiedad, hierro, total aire y conductividad; y se encuentran en espera los
pardmetros de niquel, cobre, zinc, manganeso, calcio, magnesio, sulfatos y

cloruros.

En aras de mantener y aumentar los estandares de calidad, el laboratorio decide
ampliar el alcance de la acreditacion, incluyendo los parametros de fenoles y

fosfatos.

Motivo por el cual se realiza la validacién de las técnicas analiticas de la 4-
aminoantipirina (4-AAP) para compuestos fendlicos y el método del cloruro
estafioso para fosfatos teniendo en cuenta los parametros de limites de deteccién
y cuantificacion, precision, exactitud, linealidad, y porcentaje de recuperacion.

Para los compuestos fendlicos, se determiné que el método de la 4-AAP no es
adecuado para la cuantificacion de los mismos, puesto que varios parametros
incluidos en la validacion no presentaron valores adecuados. Mientras que para
los fosfatos, si se obtuvieron resultados satisfactorios, el método resultdé ser
exacto, preciso y selectivo, y con buenos limites de deteccion y cuantificacion en

el rango seleccionado.



JUSTIFICACION

Mediante diversas actividades econdmicas, el hombre genera una gran cantidad
de residuos, muchos de ellos arrojados a las aguas sin ningun tratamiento previo

para disminuir sus efectos nocivos.

Fenoles, pesticidas, fertilizantes, detergentes, y otros productos quimicos se

desechan directamente al ambiente sin ser tratados previamente.

Entre los contaminantes, los méas preocupantes, desde un punto de vista
ambiental, son los llamados materiales no biodegradables o persistentes porque
en el caso de no recibir un tratamiento especifico para su destruccion, pueden
tener varios efectos adversos en el medio ambiente; generando desde el deterioro
0 desaparicidbn de determinado ecosistema hasta cambios en la salud de los

individuos que viven alli. [1]

El fenol y sus derivados se utilizan en una gran variedad de industrias, para la
fabricacion de resinas sintéticas, colorantes, medicamentos (como antisépticos y
anestésicos locales), plaguicidas, explosivos, nylon, plastificantes, biocidas,
aditivos del aceite, etc. [2] y [3]

El fenol es toxico para los seres vivos. En los humanos y otros mamiferos los
vapores y los liquidos pueden ingresar facilmente al cuerpo por via cutédnea. Los
vapores inhalados ocasionan lesiones en las vias respiratorias y en el pulmén,
mientras el contacto con los liquidos produce severas quemaduras en la piel y en
los ojos. Ademas, una exposicion prolongada paraliza el sistema nervioso central,
pudiendo provocar la muerte. En las plantas inhibe la permeabilidad pasiva y el

crecimiento.



La biodegradacion de los fenoles naturales, como la vitamina A, el eugenol y la
vainillina, entre otros, es en general muy buena, de modo que es minima la
acumulacion en las plantas o animales, ya que, la accion bacteriana provoca la
descomposicion del mismo en diéxido de carbono. Sin embargo, los fenoles
sintéticos se degradan con menos facilidad, puesto que muchos de ellos son

toxicos para los microorganismos.

Las aguas naturales contienen pequefias concentraciones de fenol, tales como las
sustancias humicas, las cuales son formadas por reacciones quimicas y
bioguimicas durante la descomposicién y transformacion de restos de plantas y
microorganismos [4], pero estas cantidades pueden verse incrementadas por la
contaminacion con aguas residuales industriales y domésticas, asi como por la
degradacion de pesticidas, fungicidas o herbicidas. El fenol, en las aguas cloradas
contribuye a la formacion de clorofenoles que le proporcionan al agua un sabor y
olor extremadamente desagradable incluso para concentraciones bajas, ademas
de transmitir cierta toxicidad, que puede ser aguda para la vida acuatica y los

mamiferos dependiendo a la concentracién en que se encuentren. [5]

A largo plazo los fenoles causan dermatitis por contacto, generando irritacion por

efecto fototoxico. [6]

Asi como los fenoles, los fosfatos también poseen un efecto negativo en las aguas
el cual dependera de su concentracion; los fosfatos son peligrosos tanto para la
vida animal como la vida humana, se hace necesario realizar un estudio para la
determinacién de concentraciones de estos en el agua. Para hablar de estos es
necesario conocer algo del ciclo del fosforo; este ciclo es uUnico, puesto que no
tiene practicamente influencia atmosférica. La movilidad del fosforo es limitada

comparada a la de otros elementos y esta restringida a la fase soélida y liquida.

Debido a su baja solubilidad, el ciclo global del fésforo esta controlado por el flujo



desde el continente a los océanos, donde se incorpora al medio a medida que va
llegando. El impacto humano sobre este ciclo ha sido dramatico en las ultimas
décadas. La actividad humana ha duplicado el flujo de fésforo hacia los océanos
debido principalmente al aumento de fosfato inorganico disuelto y adsorbido en
particulas coloidales. Aunque el fésforo es el undécimo elemento mas abundante
en la litosfera, es, al mismo tiempo, un recurso limitado. De acuerdo con el
crecimiento poblacional y en las demandas nutricionales, la mitad de las fuentes

actuales conocidas de fosforo seran consumidas en los préximos 60 6 70 afos.

Una de las principales utilidades del fésforo reside en que es uno de los

componentes utilizados para la fabricacion de fertilizantes y abonos.

El fésforo es un elemento limitante y esencial en el ciclo biolégico ya que es
empleado por las células vivientes para la obtencion de energia, en forma de ATP
y ADP. Sin embargo, a altas concentraciones puede producir problemas
ambientales como la eutrofizacion de los medios naturales. Una de las
consecuencias mas destacables del uso inadecuado de los fertilizantes es el
aumento de fosfatos disueltos en el agua, lo que promueve el crecimiento
desmesurado de algas que pueden llegar a agotar el oxigeno y, por tanto, a poner

en peligro la biodiversidad del medio acuéatico. [7]

Se hace importante la determinacion de estas sustancias mediante metodologias
de analisis eficaces para continuar con el cumplimiento de los estandares
establecidos con la norma NTC-ISO-IEC 17025, norma bajo la cual se encuentra
acreditado el laboratorio de aguas y alimentos de la Universidad Tecnolégica de

Pereira.

Esto se hara mediante la validacion de las técnicas establecidas por el Standard
Methods [8], SM 5530-B (4-aminoantipirina) y SM 4500-P (Cloruro estafioso) para

la determinacion de fenoles y fosfatos, respectivamente.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Validar las metodologias analiticas para la determinacion del contenido de
fenoles y fosfatos en agua cruda, tratada y residual, empleando fotometria
de absorcion, para el laboratorio de andlisis de Aguas y Alimentos de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una revision bibliografica acerca del método a utilizar y los
contenidos de fenoles y fosfatos en agua.

Validar las técnicas analiticas para determinacion de fenoles y fosfatos
segun las metodologias establecidas por el Standard Methods, SM 5530-B
y SM 4500-P [8], ademas obtener en forma experimental y para las
condiciones del laboratorio los valores de los parametros: limites de
deteccion y cuantificacion, precision, exactitud, linealidad y porcentaje de
recuperacion.

Elaborar el protocolo para el uso del Laboratorio de Analisis de Aguas y
Alimentos de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

Obtener por medio de la parte experimental, el documento final.



2. MARCO TEORICO

2.1 El agua

2.1.1 Importancia del agua

El agua es el recurso natural mas importante del mundo, ya que es un elemento
vital para el hombre, el suelo, las plantas y los animales. Representa la vida de

ciudades y campos.

Sin agua no hay vida, por consiguiente el hombre debe aprender a conservarla y
manejarla. El agua esta presente en todas las partes, ya sea en grandes,

pequefias o intimas cantidades. [9]

2.1.2 Contaminacion del agua potable

A lo largo de la historia, la calidad del agua potable ha sido un factor determinante

del bienestar humano.

Generalmente, la mayor preocupacion sobre la seguridad del agua es ahora la
presencia potencial de contaminantes quimicos. Estos pueden incluir productos
guimicos organicos e inorganicos y metales pesados, procedentes de fuentes

industriales, agricolas y de la escorrentia urbana. [10]

2.2 Quimica ambiental y analisis quimico ambiental

La quimica ambiental se define como el estudio de las fuentes, las reacciones, el
transporte, los efectos y los destinos de las especies quimicas en el agua, el

suelo, el aire, y en los ambientes vivos, asi como los consiguientes efectos de la



tecnologia sobre ellos.[11]

Para llevar a cabo su cometido, es necesario que los cientificos ambientales
conozcan la naturaleza y las cantidades de los contaminantes y de otras especies
quimicas en el agua, el aire, el suelo y los sistemas biologicos. Por consiguiente,
las técnicas modernas de analisis quimico, empleadas adecuadamente, son
esenciales para la quimica ambiental. Estamos en un periodo muy excitante en la
evolucion de la quimica analitica, caracterizado por el desarrollo de nuevas y
mejores técnicas de andlisis que permiten la deteccién de niveles mucho mas
bajos de especies quimicas y un incremento notable del nimero de datos a
obtener. No obstante, estos desarrollos plantean algunos desafios. Debido a los
bajos limites de deteccidén alcanzados por algunos instrumentos, es ahora posible
detectar cantidades de contaminantes que hubieran escapado anteriormente a la
deteccion. Esta sensibilidad analitica extrema causa dificultades con respecto al
establecimiento de los limites maximos aceptables de varios contaminantes. La
produccion incrementada de datos propiciados por los instrumentos automatizados
ha abrumado en muchos casos la capacidad humana para asimilarlos y

entenderlos.

Todavia quedan retos en el desarrollo y la utilizacion de las técnicas de analisis
qguimico ambiental. No es el menor de estos problemas conocer que especies
deben medirse, o incluso, si un andlisis debe o no realizarse. La calidad y la
seleccion de los andlisis son mucho mas importantes que el nimero de analisis

realizados. [12]



2.3Compuestos

2.3.1 Fenoles

2.3.1.1 Su presenciaen el agua

Los compuestos fendlicos son contaminantes organicos, los cuales se encuentran
frecuentemente en aguas naturales y residuales. Estos pueden tener origen
industrial de diferentes actividades como la produccion de plasticos sintéticos,
pinturas, medicamentos, polimeros, pesticidas, detergentes, desodorantes, papel y
celulosa. Estos compuestos aparecen en una lista de sustancias peligrosas de la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en Inglés) debido a su
toxicidad, bioacumulacién, persistencia en el ambiente y propiedades
carcinogénicas. Los fenoles afectan el sabor y olor en el agua potable y el
pescado. Numerosos compuestos fendlicos muestran efectos toxicos en animales

y plantas ya que penetran facilmente la piel y la membrana celular. [13]

2.3.1.2 Efectos toxicolbgicos

El fenol es un veneno protoplasmatico que dafia a todos los tipos de células. Los
efectos toxicologicos agudos del fenol son, en gran medida, sobre el sistema
nervioso central y puede ocurrir la muerte tan pronto como media hora después de
la exposicion. ElI envenenamiento agudo por fenol puede causar severas
perturbaciones intestinales, mal funcionamiento del rifién, fallos en el sistema
circulatorio, edema pulmonar y convulsiones. Pueden absorberse dosis fatales de
fenol a través de la piel. Los 6rganos importantes dafiados por la exposicion
cronica al fenol incluyen el bazo, pancreas y riflones. Los efectos toxicos de los

otros fenoles se parecen a los del fenol. [14]



2.3.1.3 Normatividad

La concentracion de compuestos fendlicos, expresada como fenol, no debe
superar los 0,002 mg/L en agua potable. [15]

2.3.1.4 Determinacién por espectrometria por absorcion molecular

Los fenoles por su reactividad quimica pueden tener una gran variedad de

reacciones de interés para su analisis por espectrofotometria.

En general, mediante la espectrofotometria se determina la cantidad total de
compuestos fendlicos presentes en la muestra, pero sin hacer distincion entre los

diferentes tipos de fenoles.

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

sustituyentes en el anillo aromatico.

Los cinco métodos espectrofotométricos para la determinacion de bajas
concentraciones de fenoles en aguas residuales y potables son: Gibbs.
Nitrosofenol, 4-aminoantipirina (4-AAP), ultravioleta e infrarrojo. El método de la 4-

AAP es el mas rapido, preciso y exacto. [16]

El método colorimétrico de la 4-AAP esta basado en la destilacion de los fenoles y
la subsecuente reaccién de estos con 4-aminoantipirina a un pH de 7,9 £ 0.1 en
presencia de ferrocianuro de potasio, formando compuestos de un color amarillo

intenso a rojo, midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. [17]
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Se utiliza para determinar fenol, fenoles orto- y meta- sustituidos, y bajo
adecuadas condiciones de pH, fenoles para- sustituidos en los cuales la
sustitucion es un grupo carboxil, metoxil, un halégeno o un &cido sulfénico. El
método de la 4-aminoantipirina no determina aquellos fenoles para sustituidos

cuando la sustitucion es un grupo alquil, aril, nitro, benzoil, nitroso o aldehido.

2.3.2 Fosfatos

2.3.2.1 Su presenciaen el agua

El fésforo se encuentra en aguas naturales y residuales de forma casi exclusiva
como fosfatos. Estos se clasifican en ortofosfatos, fosfatos condensados (piro-,
meta-, y otros polifosfatos), y fosfatos enlazados organicamente. Se presentan en

solucion, en particulas o detritos, o en los cuerpos de organismos acuaticos.

Estas formas de fosfatos surgen de una variedad de fuentes. Pequefas
cantidades de ciertos fosfatos condensados se adicionan durante el tratamiento
del agua. Cantidades mayores de los mismos compuestos pueden ser adicionadas
cuando el agua se utiliza para procesos de lavado o limpieza, ya que estos
materiales son los principales componentes de muchas preparaciones de limpieza
comerciales. Los fosfatos se usan de forma amplia en el tratamiento de aguas de

caldera.

Los ortofosfatos estan relacionados con tierras cultivadas agricolas o residenciales
ya que los fertilizantes son arrastrados a la superficie del agua mediante la
escorrentia. Los fosfatos organicos se forman ante todo por procesos bioldgicos.
Estos llegan a las aguas residuales debido a desechos del cuerpo humano y a
residuos alimentarios, asi mismo pueden ser formados durante el proceso de
tratamiento biologico o por la recepcion de la biota del agua.

El fésforo es esencial para el crecimiento de organismo y puede ser el nutriente
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que limite la productividad primaria de un cuerpo de agua. En los casos donde el
fosfato es un nutriente limitante del crecimiento, la descarga de aguas residuales
tratadas o sin tratar, de drenaje agricola o de algunos desechos industriales hacia
el agua puede estimular el crecimiento de micro y macro organismos acuaticos

fotosintéticos en cantidades molestas.

Los fosfatos también se presentan en sedimentos y en lodos biologicos, en ambos
como formas inorganicas precipitadas e incorporadas a compuestos organicos.
[18]

2.3.2.2 Importancia de su determinacién

El fosfato es un parametro importante en la rutina de andlisis de agua, siendo a la
vez un micronutriente esencial y un posible contaminante, cuando su
concentracion es demasiado alta. La cuantificacion de fosfatos en los diferentes
cuerpos de agua es importante ya que el aumento de la concentracion de fosfato
en las aguas superficiales suele estar vinculado a fuentes difusas (como los

escurrimientos agricolas). [19]

2.3.2.3 Normatividad

La concentracion de fosfatos en agua destinada para consumo humano no debe
superar los 0,5 mg/L. [20]

2.3.2.4 Determinacién por espectrometria por absorcion molecular

Se utilizan tres métodos para la determinacidén de estos compuestos. La seleccién

depende en gran parte del rango de concentracién del compuesto.

El método del acido vanadomolibdofosférico es el mas util para analisis en un
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rango de 1 a 20 mgP/L. Este método consiste en que en una solucién diluida de
ortofosfatos, el molibdato de amonio reacciona bajo condiciones &cidas para forma

un heteropoliacido, el acido molibdofosférico.

Los métodos del cloruro estafioso y del &cido ascérbico son los més aconsejables
para un rango entre 0,01 mgP/L — 6 mgP/L.

El método del acido ascorbico se basa en la reaccion entre el molibdato de amonio
y el tartrato de antimonio y potasio en medio &cido con los ortofosfatos para formar
un heteropoliacido, el acido fosfomolibdico, el cual es reducido por el &acido

ascorbico a un azul de molibdeno intensamente coloreado. [21]

Para este trabajo se trabajara con el método del cloruro estafioso, el cual se basa
en la reaccion del fosforo contenido en la muestra como ortofosfato con el acido

molibdico para formar el acido 12-molibdofosforico segun la reaccion:

H3PO, + 12 (NH4)2M00, + 21H* > (NH4)3P0O4°12M00O3 + 21 NH;" + 12 H,0

El acido 12-molibdofosférico es reducido por el cloruro de estafio a azul de
molibdeno, compuesto de composicién desconocida que contiene una mezcla de

Mo (VI) y Mo (V), que absorbe a 690 nm. La intensidad del color azul formado

depende de la concentracion de fosfatos adicionados al heteropoliacido.
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2.4 Espectrometria por absorcién molecular ultravioleta-visible

2.4.1 Introduccién

La espectroscopia por absorcion molecular se basa en la mediciéon de la
transmitancia T o de la absorbancia A de soluciones que estan en celdas
transparentes que tienen una longitud de trayectoria de b cm. Normalmente, la
concentracion de un analito absorbente se relaciona en forma lineal con la

absorbancia segun la Ley de Beer:

A =-logT =log %O = Ebc [22]

2.4.2 Caracteristicas importantes de los métodos espectrofotométricos y

fotométricos

» Aplicabilidad. Gran cantidad de especies inorganicas, organicas y
bioguimicas absorben radiacion ultravioleta-visible y, por consiguiente,
se prestan asi para determinacion cuantitativa directa. Muchas especies
no absorbentes también se pueden determinar después de su
conversidon quimica en derivados absorbentes. Se calcula que mas del
90% de los andlisis en laboratorios clinicos se basan en la
espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible.

» Alta sensibilidad. Los limites de deteccion habituales para la
espectroscopia de absorcién varian en el intervalo entre 10 y 10° M.
con ciertas modificaciones del procedimiento, este intervalo se puede
ampliar a 10°® o inclusive 107 M.

» Selectividad moderada a alta. Con frecuencia, se puede identificar una
longitud de onda en la que sélo absorbe el analito, lo que hace

innecesarias las separaciones preliminares. Asi, cuando hay bandas de
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absorcién sobrepuestas, las correcciones basadas en medidas
adicionales a otras longitudes de onda eliminan en ocasiones la
necesidad de un paso de separacion previa.

» Buena exactitud. Los errores relativos de concentracién, encontrados en
un procedimiento espectrofotométrico o fotométrico utilizando radiacion
ultravioleta-visible, se ubican entre el 1 y el 5%. Si se toman
precauciones especiales, esta clase de errores se puede reducir a unas
decimas de porcentaje.

» Facilidad y comodidad. Las medidas espectrofotométricas y fotométricas
se llevan a cabo de manera facil y rapida con los instrumentos

modernos. Ademas, los métodos se prestan mucho a la automatizacion.

2.4.3 Detalles de procedimiento

Un primer paso en cualquier andlisis fotométrico o espectrofotométrico es el
desarrollo de condiciones que permitan una relacion reproducible (preferiblemente

lineal) entre la absorbancia y la concentracién del analito.

2.4.3.1 Seleccién de lalongitud de onda

Para obtener maxima sensibilidad, las medidas de absorbancia
espectrofotométrica se realizan a una longitud de onda que corresponda a un
maximo de absorcion, ya que el cambio en la absorbancia por unidad de
concentracion es mayor en este punto. Ademas, la curva de absorcién suele ser
horizontal en un maximo, lo que origina un buen cumplimiento de la ley de Beer y

una menor incertidumbre en el ajuste de la longitud de onda del instrumento.
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2.4.3.2 Variables que influyen en la absorbancia

Las variables comunes que afectan al espectro de absorcion de una sustancia son
la naturaleza del disolvente, el pH de la disolucién, la temperatura, las
concentraciones altas del electrolito y la presencia de sustancias interferentes. Es
necesario conocer los efectos de estas variables y elegir las condiciones para el
andlisis, de modo que la absorbancia no se vea afectada de modo sensible por

variaciones pequefias e incontroladas en su magnitud.

2.4.3.3 Determinacién de la relaciobn entre la absorbancia y la

concentracion

Los estdndares o patrones de calibracion para un analisis fotométrico o
espectrofotométrico se deben aproximar tanto como sea posible a la composicion
final de las muestras reales y deben abarcar un intervalo razonable de
concentraciones del analito. Pocas veces es posible suponer el cumplimiento de la
ley de Beer y utilizar un Unico patrén para determinar la absortividad molar. Casi
nunca es buena la idea de basar los resultados de un analisis Unicamente en un

valor obtenido de alguna publicacion para la absortividad molar.

2.4.3.4 Método de las adiciones estandar

En teoria, los patrones de calibracion deben aproximarse a la composicion de las
muestras que se analizan, no solo con respecto a la concentracion del analito, sino
también en relacidén con las concentraciones de las otras especies en la matriz de
la muestra, a fin de minimizar los efectos de los diversos componentes de la
muestras en la absorbancia medida. Por ejemplo, la absorbancia de muchos
complejos coloreados de iones metélicos disminuye en cierto grado en presencia

de iones sulfato y fosfato como consecuencia de la tendencia de estos aniones a
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formar complejos incoloros con iones metdlicos. Asi pues, la reaccion de
formacién de color es menos completa, y el resultado son menores absorbancias.
El efecto matriz del sulfato y el fosfato se contrarresta al introducir en los
estandares cantidades de las dos especies que se aproximen a las presentes en

las muestras. [23]

2.5 Validacién

2.5.1 ¢Qué es lavalidacién de un método?

La validacion es la confirmacibn mediante examen y suministro de evidencia
objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto. Esta se puede interpretar para la validacién de un método como el
proceso de definir una necesidad analitica y confirmar que el método en cuestion
tiene capacidades de desempefio consistentes con las que requiere la aplicacion.
Esta implicita la necesidad de evaluar las capacidades de desempefio del método.
En el proceso de validacion del método esta implicito que los estudios para
determinar los parametros de desempefio se realizan usando equipos dentro de
especificaciones, que estan trabajando correctamente y que estan calibrados
adecuadamente. Asimismo, el operador que realiza los estudios debe ser
técnicamente competente en el campo de trabajo bajo estudio y debe poseer
suficiente conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de que sea capaz de
tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras

avanza el estudio.
2.5.2 ¢Por qué es necesaria la validacion de un método?
Millones de mediciones analiticas se realizan diariamente en miles de laboratorios

alrededor del mundo. Hay innumerables razones para realizar esas mediciones,

por ejemplo: como una forma de evaluar bienes para propositos de comercio;
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como apoyo a la salud; para verificar la calidad del agua para consumo humano; el
andlisis de la composicion elemental de una aleacion para confirmar su
conveniencia en la construccion de aeronaves; en analisis forenses de fluidos
corporales en investigaciones criminales. Virtualmente, cada aspecto de la

sociedad esta apoyado de algun modo por mediciones analiticas.

El costo de realizar estas mediciones es elevado y surgen costos adicionales de
las decisiones tomadas en base a los resultados. Por ejemplo, las pruebas que
muestran que algun alimento no es adecuado para su consumo pueden resultar
en demandas por compensacion; pruebas que confirmen la presencia de drogas
prohibidas podrian ocasionar multas, encarcelamiento o mas aun, la ejecucion en
algunos paises. Claramente es importante determinar el resultado correcto y ser

capaz de demostrar que lo es.

2.5.3 ¢Cuando deben validarse los métodos?

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parametros de
desempefio son adecuados para el uso en un problema analitico especifico. Por
ejemplo:
* Un nuevo método desarrollado para un problema especifico;
» Un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a
un nuevo problema;
» Cuando el control de calidad indica que un método ya establecido esta
cambiando con el tiempo;
» Un método establecido usado en un laboratorio diferente o con diferentes
analistas o con diferente instrumentacion;
» Para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo, entre un

método nuevo y uno de referencia.
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El alcance de la validacion o la revalidacion requerida dependera de la naturaleza
de los cambios hechos al aplicar un método a diferentes laboratorios,
instrumentaciéon, operadores y circunstancias en las cuales el método va a ser
utilizado. Siempre es apropiado algun grado de validacion, aun cuando se usan
métodos aparentemente bien caracterizados ya sean de referencia o publicados.
[24]

2.5.4 ¢Qué datos se obtienen mediante la validacién?

2.5.4.1 Selectividad / Especificidad

La interferencia de otros compuestos en la medicidén del analito, dependera de la
efectividad de la etapa de separacién y de la selectividad/especificidad de la etapa
de medicion. La selectividad y la especificidad son medidas que garantizan la

confiabilidad de las mediciones en presencia de interferencias.

2.5.4.2 Limite de deteccidn

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad
relacionada, como en el andlisis de trazas, es importante saber cuél es la
concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad relacionada, que
puede detectarse confiablemente por el método. La importancia de determinar
esto y los problemas implicitos, surgen del hecho que la probabilidad de deteccién
no cambia repentinamente de cero a la unidad cuando se cruza un umbral. Los
problemas han sido investigados estadisticamente con detalle y se ha propuesto
una gama de criterios de decision.

Normalmente para propésitos de validacion es suficiente proporcionar un
indicativo del nivel al cual la deteccion resulta problematica. Para este propésito la

aproximacion “blanco + 3s” usualmente sera suficiente.
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2.5.4.3 Limite de cuantificaciéon

El limite de cuantificacion (LoQ) estrictamente es la concentracibn mas baja del
analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
repetibilidad y veracidad. También se define por diversas convenciones como la
concentracion del analito correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5, 6
0 10 desviaciones estandar de la media del blanco. Algunas veces también se
conoce como ‘limite de determinacion”. LoQ es un valor indicativo y no debera

usarse en la toma de decisiones.

2.5.4.4 Intervalo lineal

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los
cuales el método puede aplicarse. En el extremo inferior del intervalo de
concentracion, los factores limitantes son los valores del limite de deteccién y/o
cuantificaciones. En el extremo superior del intervalo de concentracion, las
limitaciones seran impuestas por varios efectos que dependen del sistema de

respuesta del instrumento.

2.5.45 Exactitud

La exactitud expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La validacion
de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando
tanto los efectos sistematicos como los aleatorios sobre los resultados.
Normalmente la exactitud se estudia en dos componentes: la veracidad y la
precision. La veracidad (de un método) es una expresion de gue tan cercana se
encuentra la media de un conjunto de resultados (producidos por el método)
respecto del valor real. La precision es una medida de que tan cercanos estan los

resultados unos con respecto a los otros.
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25.46 Precision

Las medidas de precisibn mas comunes son la repetibilidad y la reproducibilidad.
Estas representan las dos medidas extremas de precision que pueden obtenerse.
La repetibilidad dard una idea de la clase de variabilidad esperada cuando un
método se ejecuta por un solo analista, con un equipo en un periodo corto de
tiempo. Si la muestra se analiza por varios laboratorios para fines comparativos,
entonces una medida de precision mas significativa a usarse es la

reproducibilidad.

2.5.4.7 Sensibilidad

Esta es efectivamente la pendiente de la curva de respuesta, es decir, el cambio
en la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion
del analito. Cuando se ha establecido que la respuesta es lineal con respecto a la
concentracion (o sea dentro del intervalo lineal del método) y se ha determinado la
intercepcion de la curva de respuesta, la sensibilidad es un parametro para

calcular y usar en formulas de cuantificacion.

2.5.4.8 Recuperacion

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

presente. [25]
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3 METODOLOGIA

3.1Fenoles

3.1.1

Materiales

3.1.1.1 Reactivos

V VV V V V VYV V V VYV V V VY V V V VYV V

Estandar de fenol

Bromato de potasio, KBr

Bromuro de potasio, KBrO3

Acido clorhidrico concentrado, HCI

Yoduro de potasio, KI

Tiosulfato de sodio pentahidratado 0,10 M, Na,SO3-5H,0
Hidréxido de amonio 0,5 N, NH,OH
4-aminoantipirina, C11H13N30

Ferrocianuro de potasio, Kz[Fe(CN)g]
Cloroformo, CHCl;

Sulfato de sodio anhidro, Na;SO4

Acido fosférico, H3PO,4

Indicador naranja de metilo

Hidréxido de sodio 2,5 N, NaOH

Acido sulfarico 1 N, H,SO4

Acido sulfarico concentrado

Solucion tampon fosfato, Ko;HPO,4 y KH,PO4
Sulfato de cobre 10%, CuSO4
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3.1.1.2 Equipos

» Equipo de Destilacion Velp Scientifica
» Espectrofotometro Génesys 5 (Celdas de vidrio de 1 cm y de cuarzo 5 cm)
» Medidor de pH

3.1.1.3 Material de vidrio

Balon volumétrico de 200 mL
Balones volumétricos de 100 mL
Balon volumétrico de 50 mL
Balones volumétricos de 25 mL
Bureta de 50mL

Bureta de 25 mL

Bureta de 10 mL

Beaker de 250 mL

Erlenmeyer de 250 mL

Pipetas graduadas de 5 mL
Pipeta volumétrica de 50 mL

Pipetas volumétricas de 10 mL

V V.V V V VYV V V V V V V VY

Pipetas volumétricas de 1 mL

3.1.2 Protocolo

Para la determinacién del contenido fendlico en las muestras se utilizara el método
de la 4-aminoantipirina: fotométrico directo para muestras de agua residual y

cruda, y con extraccion de cloroformo para muestras de agua potable.

Para la validacion, la parte experimental se basa en el protocolo sugerido por el

IDEAM [26], el cual consiste en la lectura de las muestras y el registro de los
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resultados para cada grupo diario de ensayos. Como minimo se deben realizar 6

ensayos con una diferencia maxima de 3 dias entre un ensayo Yy otro.
El grupo de muestras estd compuesto por:

UE1.bk: Blanco de reactivos y procedimiento

UE1.b: Estandar de concentracion baja

UE1.m: Estandar de concentracion media; aprox. el 50% del rango
UE1l.a: Estandar de concentracion alta; aprox. el 90% del rango
UM1A.bk: Blanco de muestra tratada para ver efectos de la matriz

UM1A.b: Muestra tratada adicionada para ver efectos de la matriz, concentraciéon

baja, aprox. 30%

UM1A.a: Muestra tratada adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

alta, aprox. el 90%
UM2A .bk: Blanco de muestra residual para ver efectos de la matriz

UM2A.b: Muestra residual adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

baja, aprox. el 30%

UM2A.m: Muestra residual adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion
media, aprox. el 50%

UM2A.a: Muestra residual adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion
alta, aprox. el 90%

UM3A.bk: Blanco de muestra cruda para ver efectos de la matriz

UM3A.m: Muestra cruda adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

media; aprox. 50%

Al obtener los datos, se tendra en cuenta la Décima de Grubbs [27] para la
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aceptacion o el rechazo de los mismos. Los criterios de aceptacion o rechazo son

los siguientes:

A) Si el valor estadistico G es menor o igual al valor critico correspondiente
a un a de un 5% se acepta como correcto.

B) Si el valor estadistico es mayor al de su valor critico para una a de un
5% y menor o igual al de su valor critico para un a de un 1%, se
considera dudoso y se trata de localizar la causa, si se determina se
rechaza y en caso contrario se acepta.

C) Si el valor del estadistico es mayor al de su valor critico para un a de un

1% se considera estadisticamente incompatible y se rechaza.

Tabla No. 1 Fragmento tabla de valores criticos para la
Do6cima de Grubbs [27]

N 95% N 95%
3 1,15 10 2,18
4 1,46 11 2,24
5 1,67 12 2,29
6 1,82 13 2,33
7 1,94 14 2,37
8 2,03 15 2,41
9 2,11 16 2,44
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X=X _
Gi=——yGn=xn-Xx

S

Donde:

Gi: se refiere a los valores minimos
Gn: Se refiere a los valores maximos
X : valor medio del grupo de datos
Xi: valor minimo del grupo de datos

Xn: valor maximo del grupo de datos
Al tener definidos los datos aceptados, se utilizaran los mismos para la

determinacion de las siguientes caracteristicas: limite de deteccion, limite de

cuantificacion, sensibilidad, precision, exactitud y recuperacion.

3.1.3 Preparacién de soluciones
3.1.3.1 Soluciones de fenol

» Solucién madre de fenol (1000 mg fenol/L)

Pesar 0,1 g de fenol y aforar a 100 mL con agua destilada fresca.

» Solucion intermedia de fenol (100 mg fenol/L)

Tomar con pipeta volumétrica 10 mL de solucion madre de fenol y aforar a
100 mL con agua destilada fresca.
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» Solucion estandar de fenol (10 mg fenol/L)

Tomar con pipeta volumétrica 10 mL de solucion intermedia de fenol y

aforar a 100 mL con agua destilada fresca.

3.1.3.2 Soluciones para estandarizacion de la solucion madre de fenol

» Tiosulfato de sodio 0,10 M: Disolver 24,820 g de NaS,03-5H,0 en agua
destilada. Adicionar 0,4 g de NaOH y diluir a 1 L con agua destilada.

» Bromuro-bromato: disolver 2,784 g de KBrO3z en agua, adicionar 10 g de

cristales de KBr, disolver, y diluir a 1 L con agua destilada.

3.1.3.3 Soluciones para tratamiento de las muestras

» Buffer de fosfatos: disolver 104,5 g de K;HPO, y 72,3 g de KH,PO, en
agua y diluir a 1 L con agua destilada. El pH debe ser 6,8.

» Hidroxido de amonio 0,5 N: Diluir 35 mL de solucién concentrada de
NH4OH A 1 L con agua destilada.

» Aminoantipirina: Disolver 2 g de 4-aminoantipirina en agua y diluir a 100

mL con agua destilada. Preparar diariamente.
» Ferrocianuro de potasio: disolver 8 g de KsFe(CN)g en agua y diluir a 100
mL con agua destilada. Filtrar si es necesario. Guardar en una botella de

vidrio oscura. Preparar semanalmente la solucion.

» NaOH 2,5 N: disolver 10 g de NaOH en 100 mL de agua destilada.
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3.1.3.4 Estandares parala curva de agua tratada

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucion estdndar de fenol (10 mg/L)
para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla 2 y aforar a 500

mL con agua destilada fresca.

Tabla No. 2 Volumen de solucion estandar de fenol para la preparacion de la

curva de calibracion para determinar fenoles en agua tratada

Patrén Concentracion Vollumen de solucién
(mg/L) estandar a tomar (mL)
Blanco 0,00 0
1 0,01 0,5
2 0,02 1,0
3 0,03 1,5
4 0,04 2,0
5 0,05 2,5

3.1.3.5 Estandares parala curva de agua cruday residual

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucion estandar de fenol (10 mg/L)
para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla 3 y aforar a 100

mL con agua destilada fresca.
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Tabla No. 3 Volumen de solucion estandar de fenol para la preparacion de la

curva de calibracion para determinar fenoles en agua cruda y residual

Patrén Concentracion | Volumen de solucién
(mg/L) estandar a tomar (mL)

Blanco 0 0

1 0,1 1

2 0,2 2

3 0,3 3

4 0,5 5

5 0,8 8

6 1,0 10

7 1,2 12

8 1,3 13

3.1.3.6 Muestras para la validacion

3.1.3.6.1 Estandares

Tomar en bureta el volumen de solucion intermedia de fenol (100 mg/L) de

acuerdo con la tabla No. 4, aforar a 2 L con agua destilada.
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Tabla No. 4 Volumen de solucion intermedia de fenol para la preparacion de los

estandares de comprobacion

Concentracion Volumen de solucidén
Muestra
(mg/L) estandar a tomar (mL)
UE1.b 0,6875 13,75
UE1.m 0,7500 15,00
UE1.a 0,8750 17,50

3.1.3.6.2 Aguaresidual
Tomar en bureta el volumen de solucion intermedia de fenol (100 mg/L) de

acuerdo con la tabla No. 5 y aforar a 2 L con agua residual.

Tabla No. 5 Volumen de solucion intermedia de fenol para preparacion muestras

de agua residual fortificadas

Concentracion Volumen de solucién
Muestra
(mg/L) estandar a tomar (mL)
UM2A.bk N.A. 0,0
UM2A.b 0,6875 13,75
UM2A.m 0,7500 15,0
UM2A.a 0,8750 17,5

3.1.3.6.3 Agua cruda

Tomar en bureta el volumen de solucién intermedia de fenol (100 mg/L) de

acuerdo con la tabla No. 6 y aforar a 2 L con agua cruda.
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Tabla No. 6 Volumen de solucion intermedia de fenol para preparacion muestras
de agua cruda fortificadas

Concentracion Volumen de solucién
Muestra i
(mg/L) estandar atomar (mL)
UM3A.bk N.A. 0,0
UM3A.m 0,24 4,8

3.1.3.6.4 Muestras adicionales

» Estandar

Tomar en bureta el volumen necesario de solucion intermedia de fenol (100

mg/L) de acuerdo con la tabla No. 7 y aforar a 2 L con agua destilada.

Tabla No. 7 Volumen de solucién intermedia de fenol para preparacion del

estandar adicional

Concentracion Volumen de solucién
Muestra .
(mg/L) estandar a tomar (mL)
UEDb, ad 0,3 6

» Muestra residual

Tomar en bureta el volumen necesario de solucién intermedia de fenol (100

mg/L) de acuerdo con la tabla No. 8 y aforar a 2 L con agua residual.
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Tabla No. 8 Volumen de solucién intermedia de fenol para preparacion del

estandar adicional

Concentracion Volumen de solucién
Muestra
(mg/L) estandar a tomar (mL)
UM1A.bk, ad N.A. N.A.
UM1A.b, ad 0,3 6

3.1.4 Procedimiento
3.1.4.1 Estandarizaciéon de la solucion madre de fenol

Para la estandarizacién de la solucion madre de fenol se utiliza una cantidad
medida de una solucién bromuro-bromato para generar un exceso de Br, en

medio acido.
BrOsy + 5Br +6H = 3Br: + 3H,0

El Br, producido reacciona con el fenol para formar el 2,4,6-tribromofenol de la

siguiente manera:

OH
DH Er Er
+ 3B, — , 3HBr
Br

Después de que se termina el fenol, se adiciona un exceso del ion yoduro (I") a la

mezcla para determinar la cantidad de Br, que no reaccioné (en exceso).

B + 2T =2Br + I

La cantidad de |, formada se determina por titulacion con tiosulfato de sodio,

Na,S,0; utilizando una solucion de almidén como indicador.
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2505 + I = 85405 + 2T

La concentraciéon real del ion tiosulfato se determina mediante la titulacién de un

blanco, el cual se prepara en ausencia de la muestra de fenol.

Calcule la concentracion de fenol de la siguiente manera:

mg fenol/L = 7,842 [(A*B) — C]
Donde:
A = mL de tiosulfato para el blanco.
B = mL de solucién bromuro-bromato usado para la muestra / 10.
C = mL de tiosulfato para la muestra.

7,842 = Factor de conversion. Obtenido del peso molecular del fenol

dividido los equivalentes totales aportados a la reaccion.
2Br*> + 106" — Br,

25,055 — S,06% + 2%

Factor de conversion = 94,10584/12 = 7,842

A un erlenmeyer tapado con 100 mL de agua adicione 50 mL de solucibn madre
de fenol y 10 mL de solucibn bromuro-bromato (Ver numeral 3.1.3.2).
Inmediatamente adicione 5 mL de solucibn concentrada de HCl y agite
suavemente. Si el color café del bromo no persiste, adicione porciones de 10 mL
de solucién bromuro-bromato hasta que lo haga. Mantenga el matraz tapado y
déjelo reposar 10 minutos; luego adicione aproximadamente 1 g KI. Normalmente
se requieren 4 porciones de 10 mL de solucién bromuro-bromato si la solucion

madre de fenol contiene 1000 mg fenol/L.
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Prepare un blanco de la misma forma, usando agua destilada y 10 mL de solucion
bromuro-bromato. Titule el blanco y la muestra con tiosulfato de sodio 0,025 M,

utilizando como indicador una solucion de almidon.

3.1.4.2 Preservacion de las muestras

Adicione 2 mL de solucion de H,SO4 al 98% o la cantidad necesaria para lograr un
pH menor a 2 y almacene a 4 °C.
La muestra es estable por 28 dias.

3.1.4.3 Aguatratada

3.1.4.3.1 Tratamiento para los estandares y las muestras

Tome una muestra de 500 mL o una porcién adecuada y diluya a 500 mL; proceda
con los estandares, la muestra y el blanco de la siguiente manera: adicione 12 mL
de NH4,OH 0,5 N e inmediatamente ajuste el pH a 7,9 = 0,1 con la solucion buffer
de fosfato (Ver numeral 3.1.3.3). Bajo ciertas circunstancias se puede requerir un
pH mayor. Se necesitan alrededor de 10 mL de estandar de fosfato. Transfiera a
un embudo de separacion de 1 L y adicione 3 mL de solucion de 4-
amoniantipiridina, mezcle bien, adicione 3 mL de ferrocianuro de potasio, mezcle
bien y permita el desarrollo del color durante 15 minutos. La solucion debe ser

amarilla.

Extraiga inmediatamente con CHCl3, usando 25 mL para celdas de 5 cm y 50 mL
para celdas de 10 cm. Agite los embudos de separacion por lo menos 10 veces,
permita al CHCI; reposar, filtre cada extracto de CHCI; en filtros que contengan
una capa de 5 g de Na,SO4 anhidro. Recoja los extractos secos en celdas limpias
para la medicion de la absorbancia, no adicione mas CHCI; o lave los papeles
filtro o los embudos de separacion con CHCIs.
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3.14.4

Aguaresidual y cruda

3.1.4.4.1 Tratamiento para los estandares y las muestras

a. Proceder de la siguiente manera con los estandares, la muestra y el

blanco: tomar 250 mL en un beaker, ajustar el pH a aproximadamente
4,0 con una solucién de H3PO, utilizando naranja de metilo como
indicador o un medidor de pH. Adicionar 1 mL de CuSO, al 10% y
transferir al equipo de destilaciéon. Omita la adicion de HzPO, y ajustar
el pH a 4,0 con NaOH 2,5 N si la muestra fue preservada como se

describioé en el numeral 4.1.2.

. Esta destilacion debe hacer purificado la muestra adecuadamente. Sin

embargo, algunas veces, el destilado es turbio. Si lo est4, se requiere
acidificar con una solucion de H3PO, y se destila como la primera vez.
Si el segundo destilado aun esta turbio, se debe utilizar el proceso de

extraccion descrito en el siguiente item antes de destilar la muestra.

. TRATAMIENTO CUANDO EL SEGUNDO DESTILADO ES TURBIO:

extraer una porcion de 500 mL de la muestra original de la siguiente
forma: Adicione 4 gotas de indicador anaranjado de metilo y acidifique
con H,SO,4 1 N. Transfiera a un embudo de separacion y adicione 150
g de NaCl. Extraiga con 5 porciones sucesivas de CHCIs, utilizando 40
mL en la primera extraccion y 25 mL en cada porcion sucesiva.
Transfiera la capa de CHCI; a un segundo embudo de separacion y
extraiga con 3 porciones sucesivas de solucibn de NaOH 2,5 N,
usando 4,0 mL en la primera porcién y 3,0 mL en las 2 porciones
siguientes. Combine los extractos alcalinos, caliente en un bafio de
agua hasta remover todo el CHCI3;, cuando este frio, se diluye a 500
mL con agua destilada. Proceda con la destilacion como se describe
en4.141.a.y4.1.4.2b.
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Tomar el destilado y aforar la solucion a 200 mL con agua destilada.

Adicionar 2,5 mL de solucion NH,OH 0,5 N e inmediatamente ajustar el pH a 7,9 +
0,1 con la solucion tampon de fosfato. Adicionar 1 mL de soluciébn de 4-
aminoantipirina, mezclar bien, adicionar 1 mL de solucion de KsFe(CN)g, y mezclar

bien.

Después de 10 minutos, transfiera a las celdas y lea la absorbancia de la muestras

contra el blanco a 500 nm.

3.2 Fosfatos

3.2.1 Materiales

3.2.1.1 Reactivos

Fosfato mono potéasico, KH,PO,

Acido clorhidrico concentrado, HCI

Acido clorhidrico 1:1, HCI

Acido sulfarico concentrado, H,SO4

Molibdato de amonio tetra hidratado, (NH4)sM07024-4H50
Cloruro estafioso di hidratado, SnCl,-2H,0

Glicerol, C3HgOs.

Hidroxido de sodio 50%, NaOH

Acido nitrico concentrado, HNO4

VvV V V V V V VYV VYV V

3.2.1.2 Equipos

» Espectrofotometro Génesys 5 (Celdas de vidrio de 1 cmy 5 cm)
» Medidor de pH
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> Plancha de calentamiento

3.2.1.3 Material de vidrio

Balon volumétrico de 1 L

Balon volumétrico de 500 mL
Balones Volumétricos de 100 mL
Bureta de 25 mL

Bureta de 10 mL

Bureta 50 mL

Beaker de 250 mL

Pipeta graduada de 10 mL
Pipetas graduadas de 5 mL
Pipeta graduada de 1 mL

V V V V V V V V V VYV V

Goteros

3.2.2 Protocolo

Para la determinacion del contenido de fosfatos en las muestras se utilizara el
método del cloruro estafioso. Se realizaran dos curvas de calibracién, una con un
rango de concentracion entre 0,1 y 1 mg fésforo/L para la medicion de muestras
de agua tratada y cruda; y la otra con un rango comprendido entre 1 y 5 mg

fosforo/L para la medicién de muestras de agua residual.

Para la validacion, la parte experimental se basa en el protocolo sugerido por el
IDEAM [26] el cual consiste en la lectura de las muestras y el registro de los
resultados para cada grupo diario de ensayos. Como minimo se deben realizar 6

ensayos con una diferencia maxima de 3 dias entre un ensayo y otro.

El grupo de muestras para la curva de concentracion baja estd compuesto por:

37



UE2.bk: Blanco para determinacion de limites de cuantificacion y deteccion
UE2.b: Estandar de concentracion baja; aprox. el 30%

UE2.a: Estandar de concentracion alta; aprox. el 90%

UM4A .bk: Blanco de muestra tratada para ver efectos de la matriz

UM4A.b: Muestra tratada adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

baja; aprox. el 30%

UM4A .a: Muestra tratada adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

alta; aprox. el 90%
UM5A.bk: Blanco de muestra cruda para ver efectos de la matriz

UM5A.m: Muestra cruda adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

media; aprox el 50%

UE3.bk: Blanco para determinacion de limites de cuantificacion y deteccion
UE3.m: Estandar de concentracion media; aprox. el 50%

UMB6A.bk: Blanco de muestra residual para ver efectos de la matriz

UMB6A.b: Muestra residual adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

baja; aprox. el 30%

UMG6A.a: Muestra residual adicionada para ver efectos de la matriz, concentracion

alta; aprox. el 90%

Se tendré en cuenta la D6cima de Grubbs [27] para la aceptacion o rechazo de los

datos tal cual se encuentra explicado en el numeral 3.1.2.
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3.2.3 Preparacion de soluciones

3.2.3.1 Soluciones de fosfatos

» Solucién madre de fosfatos (50 mg fosfato/L): Disolver en agua destilada
0,2195 g de KH,PO,4 anhidroy aforar a 1 L con agua destilada.

» Solucion estandar de fosfatos (5 mg fosfatos/L): Tomar con pipeta
volumétrica 10 mL de solucion madre de fosfatos y aforar a 100 mL con
agua destilada fresca.

3.2.3.2 Soluciones para tratamiento de las muestras

» Cloruro estafioso: Disolver 2,5 g de SnCl,.2H,O en 100 mL de Glicerol,
calentar en bafio de agua y agitar para acelerar la disolucion.

» Molibdato de amonio: Disolver 25 g de (NH4)sMO7024.4H,0 en 175 mL
de agua destilada, cuidadosamente adicionar 280 mL de H,SO,
concentrado a 400 mL de agua destilada. Enfriar y adicionar la solucion de
molibdato, aforar a 1 L con agua destilada.

» Hidréxido de sodio 50% m/v: Disolver 250 g de NaOH en 500 mL de

agua destilada.

3.2.3.3 Estandares para la preparacion de la curva para agua tratada y

cruda

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucion estandar de fosfatos (5

mg/L) para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla 9 y aforar a
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100 mL con agua destilada fresca.

Tabla No. 9 Volumen de solucién estandar de fosfatos para la preparacion de la

curva de calibracion para determinar fosfatos en agua tratada y cruda

Patrén Concentracién | Volumen de solucion
(mgl/L) estandar a tomar (mL)

Blanco 0,0 0,0

1 0,1 2,0

2 0,3 6,0

3 0,5 10,0

4 0,8 16,0

5 1,0 20,0

3.2.3.4 Estandares para preparacion de la curva para agua residual

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucién madre de fosfatos (50 mg/L)
para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla No. 10 y aforar a

100 mL con agua destilada fresca.

Tabla No. 10 Volumen de solucion madre de fosfatos para la preparacion de la

curva de calibracion para determinar fosfatos en agua residual

Patrén | Concentraciéon | Volumen de solucién
(mgl/L) estandar a tomar (mL)

Blanco 0,00 0,0

1 1,00 2,0

2 2,00 4,0

3 3,00 6,0

4 4,00 8,0

5 5,00 10,0
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3.2.3.,5 Muestras para la validacion de la curva de baja concentracion

3.2.3.5.1 Estandares

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucion madre de fosfatos (50 mg/L)
para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla No. 11 y aforar a 2

L con agua destilada fresca.

Tabla No. 11 Volumen de solucion madre de fosfatos para la preparacion de

estandares de comprobacién para la curva de agua tratada y cruda

Muestra Concentracion Volumen de solucion
(mgl/L) estandar (mL)
UE2.bk 0,08 3,2
UE2.b 0,25 10
UE2.a 0,90 36

3.2.3.5.2 Agua tratada

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucibn madre de fosfatos (50 mg/L)
para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla No. 12 y aforar a 2
L con agua tratada.

Tabla No. 12 Volumen de solucion madre de fosfatos para la preparacion de

muestras de agua tratada adicionadas

Concentracion Volumen de solucién
Muestra
(mg/L) estandar (mL)
UM4A bk N.A 0
UM4A.b 0,25 10
UM4A.a 0,85 34
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3.2.3.5.3 Aguacruda

Tomar en bureta el volumen de solucién madre de fosfatos (50 mg/L) de acuerdo
con la tabla No. 13 y aforar a 2 L con agua cruda.

Tabla No. 13 Volumenes solucion madre de fosfatos para preparacion muestras

de agua cruda adicionadas

» Volumen de
Concentraciéon

Muestra solucién
(mg/L)
madre atomar (mL)
UMS5A bk N.A. 0,0
UM5A.m 0,50 20,0

3.2.3.6 Muestras para la validacion de la curva de alta concentracion

3.2.3.6.1 Estandares

Tomar en bureta el volumen necesario de la solucion madre de fosfatos (50 mg/L)
para preparar cada uno de los patrones de acuerdo con la tabla No. 14 y aforar a 2
L con agua destilada fresca.

Tabla No. 14 Volumen de solucion madre de fosfatos para la preparacion de

estandares de comprobacion de la curva de agua residual

Concentracion Volumen de solucién
Muestra
(mg/L) estandar (mL)
UE3.bk 0,5 20
UE3.m 3,5 140
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3.2.3.6.2 Aguaresidual

Tomar en bureta el volumen de solucion madre de fosfatos (50 mg/L) de acuerdo
con la tabla No. 15 y aforar a 2 L con agua residual.

Tabla No. 15 Volumenes solucion madre de fosfatos para preparacion muestras

de agua residual fortificadas

» Volumen de
Concentraciéon

Muestra solucién
(mg/L)
madre a tomar (mL)
UMB6A bk N.A. 0,0
UM6A.b 1 40
UM6A.a 3 120

3.2.4 Procedimiento

3.2.4.1 Preservacion de las muestras
Adicionar 2 mL de solucion de H,SO4 al 98% o la cantidad necesaria para lograr

un pH menor a 2 y almacenar a 4 °C en recipientes de vidrio.

No se recomienda almacenar las muestras de bajo contenido de fésforo en
recipientes plasticos, porque este se puede absorber sobre las paredes del

recipiente. Se podrian almacenar manteniéndolas congeladas.
Los recipientes de vidrio son preferibles para la recoleccion de la muestra
enjuagandolas con acido clorhidrico diluido y después con agua destilada y

desionizada.

La muestra es estable por 28 dias.
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3.2.4.2 Tratamiento de las muestras

3.2.4.2.1 Filtracion preliminar

Filtrar las muestras a través de filtros de membrana de 0,45 um. se puede utilizar

un filtro de fibra de vidrio para prefiltrar las muestras dificiles de filtrar.

Lavar los filtros de membrana remojandolas en agua destilada antes de usarlos
porque estas pueden tener cantidades de fésforo que resultan significantes para
aguellas muestras que contienen bajas concentraciones de fosfatos. Utilizar una
de estas dos técnicas de lavado: (a) sumergir los filtros en 2 L de agua destilada
durante 24 h; (b) sumergir los filtros en 2 L de agua destilada durante 1 h, cambiar
el agua destilada, y sumergir los filtros por 3 h mas.

3.2.4.2.2 Digestién acida

Servir 100 mL de la muestra y adicionar 1 mL de H,SO,4 concentrado y 5 mL de

HNOj3; concentrado. Digerir hasta un volumen aproximado de 5 mL.

Enfriar y adicionar 20 mL de agua destilada y llevar hasta pH 8,3 con una solucion
de hidréxido de sodio al 40%.

3.2.4.2.3 Coloracioén

Transferir la solucion neutralizada (filtrar de nuevo si es necesario) a un matraz
volumétrico de 100 mL. Adicionar los lavados durante la filtracion. Adicionar 4 mL
del molibdato de amonio y 0,5 mL (10 gotas) de cloruro estafioso. Aforar el matraz.
Transferir las muestras a celdas de vidrio de 5 cm si es muestra de agua tratada o
cruda, o celdas de 1 cm si es una muestra de agua residual. Medir la absorbancia

después de 10 minutos de adicionados los reactivos.
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4 DATOS EXPERIMENTALES

4.1Fenoles

4.1.1 Concentracion real de los estandares, las muestras fortificadas y las

muestras adicionales

» Estandarizaciéon solucién madre de fenol

Concentracion de fenol = 7,842 *((A*B) — C)
Donde:
7,842 = Factor de conversion
A = mL de tiosulfato para el blanco
B = mL de solucién bromuro-bromato usado para la muestra / 10.

C = mL de tiosulfato para la muestra

Tabla No. 16 Estandarizacion solucién madre de fenol

Volumen tiosulfato Volumen solucién
Muestra
(mL) bromuro-bromato (mL)
9.4 -
Blanco
9,4 -
15,45 50
Solucién madre
15,50 50
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» Concentracién real

V1C1 = V2Cy
Donde:
V1: Volumen de solucién madre (L)
V,: Volumen final de solucién (L)
C1: Concentracion real solucion madre (mg/L)

C,: Concentracion final de la muestra fortificada (mg/L)

Estandar bajo:

_ 0,01375 L+98,8876 mg fenol/L _

Cy= i ==0,67985225 mg fenol/L

Tabla No. 17 Concentracion real de fortificacion a las muestras

MUESTRA Concen:jr:c;iec’)nnolrzz:}lge;ﬁi)cionada
UE1.b 0,679852
UE1.m 0,741657
UE1.a 0,865266
UM2A.b 0,679852
UM2A.m 0,741657
UM2A.a 0,865266

UM3A.m 0,23733




» Concentracién real

V1C1 = V2Cy
Donde:
V1: Volumen de solucién madre (L)
V>: Volumen final de solucién (L)
C1: Concentracion real solucion madre (mg/L)

C,: Concentracion final de la muestra fortificada (mg/L)

Estandar adicional:

_ 0,006 L+101,0049 mg fenol/L _

Cy= " = =0,303014 mg fenol/L

Tabla No. 18 Concentracion real de fortificacion a las muestras adicionales

Concentracion real Concentracion real
Solucién solucién intermedia de | adicionada de fenol
fenol (mg/L) (mg/L)
UEDb, ad 101,0049 0,303014
UM1A.bk, ad 96,4566 0,289369
UM1A.b, ad 96,4566 0,289369




4.1.2 Destilacion

El procedimiento establecido por el Standard Methods [8] propone realizar una

destilacion a las muestras como tratamiento preliminar.

En el manual del destilador Velp Scientifica [28] se indica que para muestras con
contenido fendlico la destilacion debe ser durante 4 minutos utilizando 40% de
vapor y adicionando 1 mL de solucién de CuS0, al 10%.

Se prepararon varios estandares de 0,1 mg fenol/L y se realizaron los siguientes

ensayos para determinar si estas eran las condiciones adecuadas para la

destilacion:

» Ensayo 1: 40% de vapor — 4 minutos — 1 mL CuSO0,4 al 10%
» Ensayo 2: 40% de vapor — 4 minutos — 0 mL CuS0,4 al 10%
» Ensayo 3: 70% de vapor — 4 minutos — 1 mL CuS0,4 al 10%
» Ensayo 4: 40% de vapor — 4 minutos — 0 mL CuSO0,4 al 10%

Después de la realizacion de estos ensayos, se determind que la mayor exactitud
en la determinacion se obtenia al realizar la destilacion segun el Ensayo 1. Por lo

tanto, se escogio este para el posterior analisis de las muestras.

4 2Fosfatos

4.2.1 Digestion

Se prepararon varias curvas con Yy sin digestion, con el fin de determinar con cual

de las dos se obtenian mejores resultados.
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Tabla No. 19. Datos comparativos en curvas de baja concentracion con digestién

y sin digestion

Concentracién Con digestion Sin digestidn
(mg Fésforo/L)
Absorbancia | Regresion lineal Absorbancia | Regresion lineal

0,1 0,627 0,147

0,3 1,450 y = 3,6591x + 0,199 y=0,3877x +

05 2,147 0,3009 0,286 0,0955

2 = 2 =
08 3.186 Rz =0,9991 0.401 R2 =0,9948
1,0 3,974 0,491
4,5
Ay
: 35 / === Con digestion
o 3 / = Sin digestién
r
b 25 /
a / y = 3,6591x + 0,3009
n R?=0,9991
1,5
C
i 1 _
y =0,3877x + 0,0955

a 0,5 / e R2=0,9948

0 =

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracién (mg fésforo/L)

Figura No. 1. Comparacion entre las curvas con y sin digestion para la

determinacion de fosfatos en cruda y tratada.
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Tabla No. 20 Datos comparativos en curvas de alta concentracion con digestion y

sin digestion

Concentracion

(mg Fosforo/L)

Con digestion Sin digestion

Absorbancia Regresion lineal Absorbancia | Regresién lineal
1 0,401 0,800
2 1,423 y = 0,5941x - 0,0861 1,463 y = 0,6037x + 0,2723
3 1,463 R?=0,9512 2,211 R2 = 0,9865
4 2,222 2,786
5 2,972 3,157
3,5

== "Sin digestidn

2,5

== Con digestién

1,5

y =0,6037x +0,2723

0,5

R?=0,9865

M = 0 3 © T = 0 w T >
N

y =0,5941x - 0,0861
R? =0,9512

Concentracion (mg fosforo/L)

Figura No. 2. Comparacion entre las curvas con y sin digestion para la

determinacién de fosfatos en agua residual

En la tabla No. 19 se observa que los patrones digeridos tenian una mayor

absorbancia que aquellos sin digerir. También se observa que la relacién entre

concentracion y absorbancia presenta una mayor linealidad si se digieren las
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muestras. Por lo tanto se decidio trabajar con la curva con digestion.

Por otra parte, en las curvas de alta concentracion, se observo que aunque la
realizada con patrones digeridos tenia valores de absorbancia mayores, la que se
hizo sin digestion tiene mejor linealidad y mayor sensibilidad. Por lo tanto para la

determinacion de altas concentraciones, se escogio la curva sin digestion.
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5.1 Fenoles

5. RESULTADOS Y CALCULOS

5.1.1 Analisis preliminar

5.1.1.1

Estudio de cinética

Se realiz6 un estudio de cinética a una solucién de fenol de concentracion 0,5

mg/L en el espectrofotometro Génesys 5 utilizando celdas de vidrio de 1 cm, a una

longitud de onda de 500 nm con el fin de establecer cuanto tiempo después de la

coloracion se obtiene un maximo en la absorbancia de la solucion de fenol.

Tabla No. 21. Estudio de cinética simple, A = 500 nm (Junio 24/2011)

Tiempo (s) | Absorbancia
0 0,325
10 0,326
20 0,327
30 0,329
40 0,330
50 0,331
60 0,331
70 0,332
80 0,333
90 0,334
100 0,334
110 0,335
120 0,336
130 0,336
140 0,337
150 0,337
160 0,337

Tiempo (s) | Absorbancia Tiempo (s) | Absorbancia
170 0,338 340 0,341
180 0,338 350 0,342
190 0,339 360 0,342
200 0,339 370 0,342
210 0,339 380 0,342
220 0,339 390 0,342
230 0,340 400 0,342
240 0,340 410 0,342
250 0,340 420 0,342
260 0,341 430 0,342
270 0,341 440 0,342
280 0,341 450 0,342
290 0,341 460 0,342
300 0,341 470 0,342
310 0,341 480 0,342
320 0,341 490 0,342
330 0,341 500 0,342
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Continuacion Tabla No. 21 Estudio de cinética simple, A = 500 nm (Junio

24/2011)

Tiempo (s) | Absorbancia Tiempo (s) ‘ Absorbancia Tiempo (s) | Absorbancia
510 0,342 760 0,340 990 0,338
520 0,342 770 0,340 1000 0,337
530 0,342 780 0,340 1010 0,337
540 0,342 790 0,340 1020 0,337
550 0,342 800 0,339 1030 0,337
560 0,341 810 0,339 1040 0,337
570 0,341 820 0,339 1050 0,337
580 0,341 830 0,339 1060 0,337
590 0,341 840 0,339 1070 0,337
600 0,341 850 0,339 1080 0,337
610 0,341 860 0,339 1090 0,337
620 0,341 870 0,339 1100 0,337
630 0,341 880 0,339 1110 0,336
640 0,341 890 0,339 1120 0,336
650 0,341 900 0,339 1130 0,336
660 0,341 910 0,339 1140 0,336
690 0,341 920 0,338 1150 0,336
700 0,341 930 0,338 1160 0,336
710 0,341 940 0,338 1170 0,336
720 0,341 950 0,338 1180 0,336
730 0,340 960 0,338 1190 0,335
740 0,340 970 0,338 1200 0,335
750 0,340 980 0,338
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Figura No. 3 Estudio de cinética simple a una solucion de fenol de 0,5 mg/L (Junio
24/2011)

La figura No 3 se obtiene utilizando los datos consignados en la tabla No. 21.

5.1.1.2 Barrido espectral

Se realizé un barrido espectral a una solucion de fenol de concentracion 0,5 mg/L
en el espectrofotometro Génesys 5 utilizando celdas de vidrio de 1 cm de longitud.
Este se inicié en una longitud de onda de 400 nm, terminando en 700 nm; esto se
hace con el fin de establecer la longitud de onda en la cual esta solucion muestra

su maximo de absorcion.
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Figura No. 4 Espectro de absorcion de una solucion de fenol de 0,5 mg/L

5.1.2 Aguatratada

5.1.2.1 Curvade calibracién

Se prepararon varias curvas de calibracién para la determinacién de fenoles en
agua tratada en un rango de concentracion de fenol entre 0,01 y 0,05 mgl/L.
Midiéndose la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm en celdas de cuarzo
5 cm de longitud. En la tabla No. 22 se muestran las diferentes absorbancias

mostradas por los patrones preparados.
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Tabla No. 22 Datos correspondientes a la curvas de calibracion para la

determinacion de fenoles en agua tratada

Concentracion de | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
fenol (mg/L) curval curva 2 curva 3 curva 4
0,01 1,268 1,260 1,266 1,265
0,02 1,279 1,273 1,275 1,270
0,03 1,285 1,281 1,279 1,282
0,04 1,320 1,321 1,329 1,319
0,05 1,345 1,351 1,350 1,341

Tabla No. 23 Datos obtenidos de las curvas de calibracion para agua tratada

) Valor Valor Valor Valor
Parametro
curval | curva?2 | curva3 | curva4
Sensibilidad, m 1,95 2,34 2,22 2,01
Intercepto en el eje Y, b 1,2409 1,2278 1,2332 | 1,2351
Coeficiente de correlacién lineal, r> | 0,9245 0,9287 0,8860 | 0,9213

5.1.3 Aguacruday residual

5.1.3.1

Curva de calibracién

Se prepard una curva de calibracién para la determinacion de fenoles en agua

cruda y residual en un rango de concentracion de fenol entre 0,1 y 1,2 mg/L.

Midiéndose la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm en celdas de vidrio

de 1 cm de longitud. A continuacién se muestran los valores de absorbancia
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presentados por los patrones en la obtencion de la curva de calibracion.

Tabla No. 24 Datos correspondientes a la curva de calibracion para la

determinacién de fenoles en agua cruda y residual

Concentracion de fenol _
(malL) Absorbancia
0,1 0,051
0,2 0,123
0,3 0,191
0,5 0,317
0,8 0,512
1,0 0,657
1,2 0,797
1,3 0,867
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Figura No. 5 Curva de calibracion para la determinacion de fenoles en agua cruda

y residual

Tabla No. 25 Datos obtenidos de la curva de calibracion para agua cruda y

residual
Parametro Valor
Sensibilidad, m 0,6752
Intercepto en el eje Y, b -0,0164
Coeficiente de correlacién lineal, r? 0,9996
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5.1.3.2

Validacién de la curva

Para la validacion de la curva se tom6 como referencia el protocolo de validacion

propuesto por el IDEAM. [26]

5.1.3.2.1 Limite de deteccion y cuantificacion

Mediante la mediciébn de un estandar de fenol de concentracion 0,0 mg/L se

obtuvieron los valores de los limites de deteccidn y cuantificacion para la Figura

No. 5.

Tabla No. 26 Determinacion de los limites de deteccidn y cuantificacion

Muestra Concentracién (mg fenol/L) L
Desviacion
. L1 (19- L2 (20- L3 (21- L4 (22- L5 (23- L6 (26- 4
OUE1.bk ( ( ( ( ( ( Vedia | €Standar
09-11) 09-11) 09-11) 09-11) 09-11) 09-11)
0,0 0,036145 | 0,037626 | 0,039107 | 0,037626 | 0,045030 | 0,047992
0,041451 | 0,00439551
mg/L 0,037626 | 0,040588 | 0,037626 | 0,045030 | 0,046511 | 0,046511

LoD = cbl +3s
LoD =0,054637 mg fenol/L

LoQ = Cbl +10s

LoQ =0,085406 mg fenol/L

Donde:

LoD: Limite de deteccion

LoQ: Limite de cuantificacion
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cbl : Concentracion promedio de los blancos

s: Desviacion estandar de los blancos

5.1.3.2.2 Medicion de los estandares de

comprobacion

las muestras fortificadas vy

En la tabla No. 27 se muestran las concentraciones de fenol, en mg/L, de los

estandares de comprobacion medidos en la figura No 5.

Tabla No. 27 Ensayos 1-6 para la determinacion de las concentraciones de
UE1.b, UE1.my UEl.a.

Concentracion (mg fenol/L)
Estandar | E1 (19-09- E2 (20-09- E3 (21-09- E4 (22-09- E5 (23-09- E6 (26-10-
11) 11) 11) 11) 11) 11)

. 0,528350 0,559825 0,539450 0,528350 0,539450 0,585737
UELb 0,483925 0,526500 0,535750 0,539450 0,582037 0,600550
. 0,569075 0,537600 0,622762 0,554262 0,587587 0,600550
UELm 0,620912 | 0,587587 | 0,613500 | 0,589437 | 0,600550 | 0,620912

. 0,685700 | 0,654237 | 0,604250 | 0,693112 | 0,648675 | 0,715325
UELa 0,632012 | 0,654237 | 0,698662 | 0,678300 | 0,654237 | 0,728275

En las tablas No. 28 y No. 29 se muestran las concentraciones de las muestras de
agua residual y tratada adicionadas, respectivamente. Las absorbancias de estas

muestras fueron medidas en la figura No. 5.
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Tabla No. 28 Ensayos 1-6 para la determinacion de las concentraciones de
UM2A.b, UM2A.m y UM2A a.

Concentracion (mg fenol/L)
Muestra | E 1 (26-09- E3 (28-09- | E4 (29-09- | E5 (30-09- | EG6 (03-10-
11) Ea(@r-o91 11) 11) 11) 11)

UM2A.b | 0,035925 0,035925 0,048883 0,085907 0,076651 0,000000
k 0,078502 0,085907 0,061841 0,078502 0,050735 0,000000
GM2A.b 0,563525 0,493175 0,513537 0,485775 0,500575 0,500575
0,580187 0,554262 0,580187 0,485775 0,500575 0,509837

GM2A.m 0,659787 0,656087 0,663487 |0, 828250 0,828250 0,748637
0,698662 0,693112 0,704212 0,748637 0,818987 0,704212

. 0,963387 0,904150 1,031875 0,748637 0,633862 0,693112
uMzA. 0,985600 1,007812 1,028175 0,748637 0,589437 0,698662

Tabla No. 29 Ensayos 1-6 para la determinacion de la concentracién de UM3A.m

Muestra

Concentracion (mg fenol/L)

E1 (19-09-11)

E2 (20-09-11)

E3 (21-09-11)

E4 (22-09-11)

E5 (23-09-11)

E6 (26-10-11)

. 0,056287 0,054436 0,050735 0,035925 0,050735 0,063692
UM3A.bk 0,048883 0,035925 0,050735 0,058138 0,035925 0,061841
. 0,232150 0,213637 0,217350 0,204387 0,209937 0,228450
UM3A.m 0,204387 0,187725 0,196975 0,217350 0,204387 0,211787

5.1.3.2.3 Mediciéon de las muestras adicionales

La concentracion de fenol de las muestras adicionales (estandar y agua residual)

se muestra en las tablas No. 30 y No. 31. La absorbancia de estas muestras fue

medida en la figura No. 5.
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Tabla No. 30 Ensayos 1-3 para la determinacion de las concentraciones de

UEb,ad

Muestra

Concentracion (mg fenol/L)

E1 (10-10-11)

E2 (11-10-11)

E3 (11-10-11)

UED, ad

0,228450

0,226600

0,232150

0,234000

0,239562

0,224750

Tabla No. 31 Ensayos 1-6 para la determinacion de las concentraciones de

UM1A.m, ad
Concentracion (mg fenol/L)
Muestra
E 1 (10-10-11) | E2 (10-10-11) | E3 (10-10-11) | E4 (11-10-11) | E5 (11-10-11) | E6 (11-10-11)

0,056287 0,054436 0,050735 0,069246 0,069246 0,063692
UM1A.bk, ad

0,048883 0,052585 0,050735 0,069246 0,061841 0,061841
. 0,217350 0,209937 0,204387 0,228450 0,232150 0,213637
UM1A.m, ad

0,204387 0,196975 0,217350 0,224750 0,202537 0,211787
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La docima de Grubbs se utilizo para determinar si existen valores atipicos en las
series de datos obtenidos para los estandares y las muestras adicionadas.

Tabla No. 32 Resultados décima de grubbs para datos fenoles

Ejemplo Gi y Gn para Estandar UE1.bk, con los datos de la tabla No. 26.

X=Xl 404145 - 003614

Gi= . 50139 =1,209
Gn = Xn;Y =(m$+$“5=1,489
G
Muestra Gi Gn
UE1.bk 1,209 1,489
Estandares EJEl.b 1,944 1,721
UE1l.m 1,997 1,126
UEl.a 1,854 1,612
UM2A.bk 1,737 1,066
Residual E]MZA.b 1,004 1,589
UM2A.m 1,128 1,523
UM2A.a 1,483 1,177
Ccruda L':J’MBA.bk 1,469 1,374
UM3A.m 1,844 1,72




5.1.3.2.4 Tratamiento estadistico de los datos

En la tabla No. 33 se encuentran consignados los valores de las desviaciones

estandar y las medias de las series de datos de las concentraciones de las

muestras y los estandares de comprobacion.

Tabla No. 33 Analisis estadistico de los datos de las tablas No. 26 a 29.

Ejemplo para Estandar UE1.bk con los datos de la tablas 26 a 29

Media, UE1.bk = ~ %7, Xi = 0,04145 mg fenol/L

Desviacion estandar, UE1.bk = /W =0,00439

Muestra Media (mg/L) Desviacion
estandar
UE1.bk 0,04145 0,00439
Estandar !:flEl.b 0,54578 0,03181
UE1.m 0,59206 0,02727
UEl.a 0,67058 0,03578
UM2A.bk 0,05323 0,03064
Agua residual E]MZA.b 0,52233 0,03642
UM2A.m 0,73862 0,08511
UM2A.a 0,83611 0,16631
Agua cruda gMSA.bk 0,05245 0,05245
UM3A.m 0,21205 0,01240
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En la tabla No. 34 se encuentran los porcentajes de error de las mediciones a los
estandares de comprobacion de fenoles.

Tabla No. 34 Porcentajes de error en las determinaciones de las concentraciones
de UEl.b, UE1.my UE1l.a. Ensayos 1-6.

Ejemplo para Estandar UE1.b (E1) con los datos de la tabla No. 27

|Concentracion real—Concentracion medida)| _0,528350—0,84981531

*100% = *100%

% Error =
Concentracién real 0,84981531

=31,83%

% Error
El E2 E3 E4 E5 E6 | Media

. 37,83 | 34,12 | 36,52 | 37,83 | 36,52 | 31,07
UE1.b 35,78
43,06 | 38,05 | 36,96 | 36,52 | 31,51 | 29,33

. 38,62 | 42,01 | 32,82 | 40,21 | 36,62 | 35,22
UE1.m 36,14
33,02 | 36,62 | 33,82 | 36,42 | 35,22 | 33,02

.. 36,60 | 39,51 | 44,13 | 35,92 | 40,03 | 33,86
UEl.a 38,00
41,57 | 39,51 | 35,40 | 37,29 | 39,51 | 32,67

Estandar

En las tablas No. 35 y No. 36 estan los datos correspondientes a los porcentajes
de recuperacion observados en las muestras adicionadas, residual y cruda

respectivamente.
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Tabla No. 35. Porcentajes de recuperacion para las muestras UM2A.b, UM2A.m y
UM2A.a. Ensayos 1-6.

Ejemplo para Muestra UM2A.b (E1) con los datos de la tabla No. 28.

|Concentracién medida—Concentracion del blanco|

% Recuperacion = * 100%

Concentracién adicionada

_0,563525—0,035925
0,849815

=100% = 62,05%

% Recuperacion
E1l E2 E3 E4 E5 E6 Media

j 62.05|53.81|54.68 47,05 | 49.88 58,90
UM2A.b 55,20
59,03(55.11|61,00 47,92 52,93 (59,99

) 67.29|66.89|66,30 80,07 | 81,07 |80.75
OM2A.m 72,93
66.89|65.50|69,29|72,29|82.87 | 75,96

) 85,75|80,27 90,88 61,27 |51.52 |64.08
UM2A.a 72,38
83.87|85,24 89,34 61,96 | 4981 |64.60

Muestra

Tabla No. 36. Porcentajes de recuperacion para la muestra UM3A.m Ensayos 1-6.

Ejemplo para muestra UM3A.m (E1) con los datos de la tabla No. 29.

|Concentracién medida—Concentracion del blanco|

% Recuperacion = * 100%

Concentraciéon adicionada

_0,232150— 0,056287
0,1929132

=100% = 91,16%

% Recuperacion
El E2 E3 E4 E5 E6 Media
91,16 |82,52|86,37|87,33|82,53 (85,40

UM3A.m 83,17
80,61 |78,69|75,81|82,53|87,33|77,73

Muestra
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A continuacion, en la tabla No. 37 se muestran los valores de las medias y las
desviaciones estandar de las muestras de agua residual y el estandar de
comprobacion adicionales.

Tabla No. 37 Andlisis estadistico de las tablas No. 30-31.

Ejemplo para Estandar UEb, ad con los datos de las tablas 30 - 31

Media, UEb.ad = =X, Xi = 0,230919 mg/L

Desviacion estandar, UEb,ad = /M = 0,005450

. Desviacion
Muestra Media (mg/L) ]
estandar
Estandar adicional UEDb, ad 0,230919 0,005450
Agua residual UM1A.bk, ad 0,059065 0,007754
adicional UM1A.m, ad 0,213617 0,010881

Los valores correspondientes a los porcentajes de error del estandar adicional y
los porcentajes de recuperaciéon de la muestra de agua residual adicional se

encuentran consignados en las tablas No. 38 y No. 39.
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Tabla No. 38 Porcentajes de error en la determinacion de la concentracion de
UEb, ad

Ejemplo para Estandar UEb, ad (E1) con los datos de la tabla No. 30

|Concentracion real—Concentracion medida| _0,30301488— 0,228450

% Error = — *100% = *100%
Concentracion real 0,30301488
=24,61%
% Error
Estandar i

El E2 E3 Media

UEb, ad 24,61 | 25,22 | 23,39 23.79
22,78 | 20,94 | 25,83

Tabla No. 39 Porcentajes de recuperacion para la muestra UM1A.b, ad

Ejemplo para Muestra UM1A.b, ad (E1) con los datos de la tabla No. 31.

|Concentraciéon medida—Concentracion del blanco|

% Recuperacion = *100%

Concentracién adicionada

_0,217350—0,056287
0,1929132

=100% = 91,16%

% Recuperacion
El E2 E3 E4 ES E6 Media

55,66 (53,74 (53,10 55,02 56,30|51,82
UM1A.b, ad 53,42
53,74149,90|57,58 53,74 148,62 51,82

Muestra

68



5.2 Fosfatos

5.2.1 Analisis preliminar

5.2.1.1 Estudio de cinética

Se realizé un estudio de cinética a una solucion de fésforo de 5 mg/L en el

espectrofotometro Génesys 5 utilizando celdas de vidrio de 5 cm, a una longitud

de onda de 690 nm con el fin de establecer cuanto tiempo después de la

coloracion se obtiene un maximo en la absorbancia de la solucion de fosforo.

Tabla No. 40 Estudio de cinética simple, A = 690 nm (Enero 18/2012)

Tiempo (s) | Absorbancia
0 2,947
10 2,957
20 2,965
30 2,97
40 2,973
50 2,978
60 2,981
70 2,985
80 2,99
90 2,991
100 2,996
110 3,004
120 3,005
130 3,012
140 3,008
150 3,014
160 3,016
170 3,02
180 3,021
190 3,029
200 3,028
210 3,032
220 3,034
230 3,037

Tiempo (s) | Absorbancia Tiempo (s) | Absorbancia
240 3,04 480 3,094
250 3,046 490 3,101
260 3,046 500 3,097
270 3,051 510 3,098
280 3,052 520 3,096
290 3,055 530 3,101
300 3,057 540 3,104
310 3,06 550 3,106
320 3,059 560 3,108
330 3,063 570 3,108
340 3,066 580 3,107
350 3,067 590 3,111
360 3,07 600 3,11
370 3,071 610 3,112
380 3,076 620 3,112
390 3,075 630 3,111
400 3,078 640 3,113
410 3,081 650 3,112
420 3,082 660 3,114
430 3,083 670 3,112
440 3,088 680 3,115
450 3,089 690 3,113
460 3,089 700 3,114
470 3,093 710 3,116
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Tiempo (s) | Absorbancia Tiempo (s) | Absorbancia Tiempo (s) | Absorbancia
720 3,114 790 3,115 860 3,113
730 3,115 800 3,113 870 3,116
740 3,117 810 3,116 880 3,113
750 3,113 820 3,115 890 3,115
760 3,115 830 3,113 900 3,116
770 3,117 840 3,116
780 3,118 850 3,114

A 314

b 3,12

S 31 /‘/_W

o 3,08

/"
3,06
3,04 /

3'02 / = Seriesl
; 2,98 /
"' 29 /

2,94
2,92 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Tiempo (s)

6O S5 0 T =

Figura No. 6 Estudio de cinética simple a una muestra de fésforo de 5 mg/L

5.2.1.2 Barrido espectral

Se realiz6é un barrido espectral a una solucién de fosforo de concentracion 2 mg/L
en el espectrofotometro Génesys 5 utilizando celdas de vidrio de 5 cm de longitud.
Este se inicid en una longitud de onda de 400 nm, terminando en 700 nm, con el
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fin de establecer la longitud de onda en la cual esta solucion muestra su maximo

de absorcion.

initial:
¢

£33 5 1 I

AEE 7

4.358

Figura 7. Barrido espectral a una solucion de fésforo de 2 mg/L

5.2.2 Aguatrataday cruda

5.22.1 Curva de calibracién

Se realizdé una curva de calibracion para la determinacion de fosfatos en agua
tratada y cruda en un rango de concentracion de foésforo entre 0,1 y 1,0 mg/L. se
utilizaron celdas de vidrio de 1 cm de longitud y se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 690 nm. A continuacion se muestras los valores de

absorbancia de los patrones para la obtencion de esta curva.
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Tabla No. 41 Datos correspondientes a la curva de calibracion para la
determinacion de fosfatos en agua tratada y cruda

Concentracion de fosforo )
Absorbancia
(mg/L)
0,1 0,627
0,3 1,450
0,5 2,147
0,8 3,186
1,0 3,974

/ R?=0,9991
3 /
2,5

Q = 0 3 O T = 0 w T >

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracion de fosforo (mg/L)

4
3,5 / y = 3,6591x + 0,3009

Figura No. 8 Curva de calibracién para la determinacion de fésforo en agua
tratada y cruda
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Tabla No. 42 Datos obtenidos de la figura No. 8

Parametro Valor
Pendiente, m 3,6591
Intercepto en el eje Y, b 0,3009
Coeficiente de correlacion lineal, r* 0,9991

5.2.2.2 Validacién de la curva

5.2.2.2.1 Determinacion limites de deteccién y cuantificacion

Se utilizé un estandar de fosforo de concentracion de 0,08 mg/L, para la
determinaciéon de los valores de los limites de deteccion y cuantificacion

presentados por la figura No. 8.

Tabla No. 43 Determinacion limites de deteccion y cuantificacion

Muestra Concentracién (mg fésforo/L) o
i Desviacion
.. E1l (14- | E2 (15- | E3(16- | E4 (20- | E5(21- | E6 (22- | E7 (23- Media )
UE2.bk estandar
03-12) | 03-12) | 03-12) | 03-12) 03-12) | 03-12) | 03-12) | (mg P/L)
0.08 0,07436 | 0,07300 | 0,07327 | 0,07300 | 0,07327 | 0,07327 | 0,07327
’ 0,07343 | 0,00094

mg P/L | 0,07190 | 0,07382 | 0,07464 | 0,07218 | 0,07464 | 0,07245 | 0,07491

LoD = Cbl +3s

LoD = 0,076761 mg fosforo/L = (0,076761*(94,97/30,97)) mg fosfatos/L

=0,235389 mg fosfato/L
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LoQ = Cbl +10s
LoQ = 0,082959 mg fésforo/L = (0,082959 *(94,97/30,97)) mg fosfatos/L

= 0,254395 mg fosfato/L

Donde:
LoD: Limite de deteccion
LoQ: Limite de cuantificacion
cbl : Concentracion promedio de los blancos

s: Desviacion estandar de los blancos

94,97/30,97- Factor de conversion para pasar de concentracion de fésforo a

concentracion de fosfatos en mg/L

5.2.2.2.2 Medicién de las muestras fortificadas y los estandares de

comprobacion

La concentracion de los estandares de comprobacion y las muestras de agua

tratada y cruda adicionadas se midieron en la figura No. 8.

En las tablas No 44 a No. 46 se encuentran consignados los datos

correspondientes a estas mediciones.
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Tabla No. 44 Ensayos 1-7 para la determinacién de las concentraciones de UE2.b

y UE2.a.
Concentracion (mg fosforo/L)
Estandar | E1 qa- | E2 (15-03- | E3 (16-03- | E4 (20-03- | E5 (21-03- | E6 (22-03- | E7 (23-02-
03-12) 12) 12) 12) 12) 12) 12)
. 0,20227 | 0,24927 | 0,23643 | 0,27578 | 0,23151 | 0,22140 | 0,23779
UE2b 0,19953 | 0,24135 | 0,26594 | 0,24381 | 0,25747 | 0,22577 | 0,22331
. 0,87156 | 0,94753 | 0,88850 | 0,82182 | 0,91556 | 0,94097 | 0,90681
UE2.a 0,86937 | 0,90517 | 0,87156 | 0,82045 | 0,96994 | 0,87347 | 0,91774

Tabla No. 45 Ensayo 1-7 para la determinacién de las concentraciones de

UM4A.b y

UM4A.a

Muestra

Concentracién (mg fosforo/L)

E1 (14-
03-12)

E2 (15-
03-12)

E3 (16
03-12)

E4 (20-
03-12)

E5 (21-
03-12)

E6 (22-
03-12)

E7 (23
03-12)

UM4A bk

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

UM4A.b

0,23260

0,22686

0,22358

0,25583

0,25064

0,27360

0,23424

0,23342

0,21757

0,19844

0,21702

0,26430

0,22560

0,23451

UM4A.a

0,87101

0,89588

0,88276

0,87648

0,87101

0,86910

0,9254

0,82619

0,89834

0,84946

0,86609

0,86363

0,86093

0,84641
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Tabla No. 46 Ensayos 1-6 para la determinacion de la concentracion de UM5A.m

Concentracion (mg fosforo/L)

Estandar | E1 (09-04- | E2 (10-04- | E3 11-04- | E4 (12-04- | E5 (13-04- | E6 (16-04-
12) 12) 12) 12) 12) 12)

0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

UM5A.bk
0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

o 0,48786 0,48786 0,48813 0,50368 0,48931 0,54415
UMSA.m

0,50398 0,50343 0,50261 0,47876 0,45971 0,53956

5.2.22.3 D6cima de Grubbs

Se utilizé la docima de Grubbs como criterio para definir si existian valores atipicos
en las series de datos obtenidas para los estandares de comprobacion y las

muestras de agua tratada y cruda adicionadas.

> Ejemplo Giy Gn para Estandar UE2.bk, con los datos de la tabla No. 43.

X=X 007343~ 0,07190
S 0,00094

Gi = =1,628

_ 0,07491-0,07343

Gn = Xn — X
- < 0,00439

S

=1,574
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Tabla No. 47 D6cima de Grubbs para datos de agua tratada y cruda

G
Muestra
Gi Gn
UE2.bk 1,628 1,574
Estandares UE2.b 1,699 1,801
UE2.m 1,690 1,730
UM4A bk - -
Tratada UM4A.b 1,807 1,921
UM4A.a 1,861 2,203
UMS5A bk - -
Cruda .
UM5A.m 1,662 1,902

5.2.2.2.4 Tratamiento estadistico de los datos

En la tabla No. 48 se encuentran consignados los valores de las desviaciones
estdndar y las medias de las series de datos de las concentraciones de las

muestras y los estdndares de comprobacion.

Los porcentajes de error para los estandares de comprobacion estan consignados
en la tabla No. 49.

En las tablas No. 50 y No. 51 se encuentran los porcentajes de recuperacion de

los fosfatos observados en las muestras de agua tratada y cruda,

respectivamente.
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Tabla No. 48 Analisis estadistico de las tablas 43-46

Ejemplo para Estandar UEb.ad con los datos de las tablas No. 43 — 46.

Media, UEb.ad = —¥7., Xi = 0,07338 mg/L

Desviacion estandar, UEb,ad = /M = 0,00096

. Desviacién
Muestra Media (mg/L)
estandar
UE2.bk 0,07338 0,00096
Estandar UE2.b 0,23654 0,02179
UE2.a 0,89432 0,04371
UM4A bk 0,00000 0,00000
Agua tratada UM4A.b 0,23487 0,02016
UM4A.a 0,87162 0,02441
UM5A bk 0,00000 0,00000
Agua cruda .
UM5A.m 0,49909 0,02370




Tabla No. 49 Porcentajes de error en la determinacion de las concentraciones de
UE2.b Y UE2.a.

Ejemplo para Estandar UE2.b (E1) con los datos de la tabla No. 44.

|Concentracion real—Concentracion medida|

— _0,25-0,20227
% Error = Concentracién real *100% = 0,25 *100%
=19,09%
% Error
Muestra :
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 Media

. 19,09 | 0,29 | 543 | 10,31 | 7,40 | 11,44 | 4,88
UE2.b 8,19

20,19 | 3,46 | 6,38 | 2,48 | 2,99 | 9,69 | 10,68

. 3,16 | 528 | 1,28 | 8,69 | 1,73 | 4,55 0,76
UE2.a 3,87

3,40 | 0,57 | 3,16 | 8,84 | 7,77 | 2,95 1,97
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Tabla No. 50 Porcentajes de recuperacion en las muestras de agua tratada

Ejemplo para Muestra UM4A.b (E1) Ccon los datos de la tabla No. 45

|Concentraciéon medida—Concentracion del blanco|

% Recuperacion = Concentracion adicionada * 100%
=223200-00 ~ 100% = 93,04%
0,25
% Recuperacion
Estandar
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 Media
. 93,04 | 90,74 | 89,43 | 102,33 | 100,26 | 109,44 | 93,70
UM4A.b 93,95
93,37 | 87,03 | 79,38 | 86,81 | 105,72 | 90,24 | 93,80
e 102,47 | 105,40 | 103,85 | 103,12 | 102,47 | 102,25 | 108,87
UM4A.a 102,54
97,20 (105,69 | 99,94 (101,89 (101,60 101,29 | 99,58
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Tabla No. 51 Porcentajes de recuperacion en la muestra de agua cruda

Ejemplo para Muestra UM5A.m (E1) Ccon los datos de la tabla No. 46

|Concentraciéon medida—Concentracion del blanco|

0 S
L Recuperamon - Concentracion adicionada * 100%
=2 = 100% = 97,57%
% Recuperacion
Muestra
El E2 E3 E4 E5S E6 Media

~ 97,57 | 97,57 | 97,63 | 100,74 | 97,86 | 108,83
UM5A.m 99,82

100,80 | 100,69 | 100,52 | 95,75 | 91,94 | 107,91

5.2.3 Aguaresidual

5.2.3.1 Curvade calibracién

Se prepard una curva de calibracion para la determinacion de fosfatos en agua
residual en un rango de concentracion de fosforo entre 1 y 5 mg/L. Midiéndose la
absorbancia a una longitud de onda de 690 nm en celdas de vidrio 1 cm de
longitud. En la tabla No. 52 se muestran las absorbancias mostradas por los

patrones preparados.
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Tabla No. 52 Datos correspondientes a la curva de calibracion para determinar

fosfatos en agua residual

Concentracion .
i Absorbancia
(mg fésforol/lL)

1 0,800

2 1,463

3 2,211

4 2,786

5 3,157

3,5
A3
b
5 25 y =0,6037x + 0,2723
o / R? =0,9865
2
b
a 15 =¢—serie 1
n ' ——Lineal (serie 1)
c 1
i
a 05
0 T T T T
0 1 2 3 4

Concentracion de fosforo (mg/L)

Figura No. 9 Curva de calibracion para la determinacion de fésforo en agua

residual
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Tabla No. 53 Datos obtenidos de la figura No. 9

Pardmetro Valor
Pendiente, m 0,6037
Intercepto en el eje Y, b 0,2723
Coeficiente de correlacion lineal, r° 0,9865

5.2.3.2

52321

Validacion de la curva

Determinacion de los limites de cuantificacion y deteccion

Mediante la medicion de un estandar de concentracion 0,5 mg fésforo/L se

obtuvieron los valores de los limites de deteccion y cuantificacion para la Figura

No. 9.
Tabla No. 54 Limites de deteccion y cuantificacion
Muestra Concentracion (mg fésforo/L) Desviacion
GE3 bk E1(09- | E2 (10- | E3 (11- | E4 (12- | E5(13- | E6 (16- | Media estandar
04-12) | 04-12) | 04-12) | 04-12) | 04-12) | 04-12)
0,5 0,48300 | 0,49120 | 0,49450 | 0,49620 | 0,46640 | 0,50120 | (4897 | 0,0103337
mgP/L | 0,49450 | 0,48130 | 0,48960 | 0,48620 | 0,50610 | 0,48620

LoD = Cbl +3s

LoD = 0,520702 mg fosforo/L = (0,520702*(94,97/30,97)) mg fosfatos/L

= 1,59674 mg fosfato/L
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LoQ = Cbl +10s

LoQ = 0,59301 mg fésforo/L = (0,59301*(94,97/30,97)) mg fosfatos/L
=1,81848 mg fosfato/L

Donde:
LoD: Limite de deteccion
LoQ: Limite de cuantificacion
cbl : Concentracion promedio de los blancos

s: Desviacion estandar de los blancos

5.2.3.2.2 Medicibn de muestras fortificadas y los estandares de

comprobacion

En las tablas No. 55 y No. 56 estan consignados los valores de concentracion de
fésforo obtenidas al medir el estandar de comprobacion y la muestra de agua

residual adicionada en la figura No. 9.

Tabla No. 55 Ensayos 1-6 para la determinacion de las concentraciones de
UE3.m
Concentracion (mg fosforo/L)

Estandar | E1(o- | E2@0- | E3(1 | E4(@2- | E5@13- | E6 (16
04-12) 04-12) 04-12) 04-12) 04-12) 04-12)
3,3952 3,4416 3,7066 3,5774 3,7182 3,4847
3,4631 3,4515 3,6039 3,7033 3,2859 3,4631

UE3.m
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Tabla No. 56 Ensayos 1-6 para la determinacion de las concentraciones de
UMBA.b y UMBA.a

Concentracion (mg fésforo/L)

Estandar | E1 (09-04- | E2 (10-04- | E3 (11- | E4 (12-04- | E5 (13-04- | E6 (16-04-
12) 12) 04-12) 12) 12) 12)

1,7454 1,8050 1,8282 1,6427 1,8630 1,7653

UM6A.bk
1,8498 1,8017 1,7471 1,7818 1,8597 1,7404
GMBAD 2,9860 2,9546 3,0474 2,7360 3,0441 2,9546
' 3,1368 2,5985 2,6432 2,8900 3,0242 2,9756
. 4,8314 4,9175 4,7999 4,7088 4,8628 4,7767
UM6A.a

4,8645 4,8082 4,7916 4,7552 4,7436 4,8314

5.2.3.2.3 D6cima de Grubbs

Se utilizé la docima de Grubbs como criterio para definir si existian valores atipicos
en las series de datos obtenidas para el estandar de comprobacién y la muestra

de agua residual.

e Ejemplo Giy Gn para Estandar UE3.bk, con los datos de la tabla No. 54

X=X 48970 046640

Gi = = 2,255
S 0,01033

— 0,50610— 0,48970
Gn=Xn—X = ~>— ' "
0,01033

S

=1,587
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Tabla No. 57 Décima de Grubbs para datos de agua residual

G
Muestra i

Gi Gn
UE3.bk 2,255 1,587
Estandar UE3.m 1741 1.413
UMG6A .bk 2,262 1,219
Residual UM6A.b 2,228 1,163
UM6A.a 1,696 1,885

5.2.3.2.4 Andlisis estadistico de los datos
Tabla No. 58 Andlisis estadistico de los datos de las tablas No. 54-56

Ejemplo para Estandar UE3.bk con los datos de las tablas No. 54-56.

Media, UE3.bk = =%, Xi= 0,489700

S (i)

Desviacion estandar, UE3.bk = ==L —— = 0,010334
. Desviacion
Muestra Media (mg/L) )
estandar
UE3.bk 0,489700 0,010334
Estandar ,,
UE3.m 3,52454 0,137088
UMB6A bk 1,78584 0,063275
Agua .
_ UM6A.m 2,91592 0,168919
residual ,,
UMG6A.a 480763 0,058285
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Tabla No. 59 Porcentajes de error en la determinacion de la concentracion de
UE3.m

Ejemplo para Estandar UE3.m (E1) con los datos de la tabla No. 55.

|Concentracién real—Concentracion medidal|

% Error = *100% = %*100%

Concentracién real

=2,99%

% Error

Estandar

El [ E2 [ E3 | E4 | E5 [ E6 [ Media

B 2,99 (1,67 (5,90(2,21|6,23|0,44
UE3.m 315

1,05(1,39(2,97(581|6,12| 1,05




Tabla No. 60 Porcentajes de recuperacion en las muestras de agua
residual UM5A.b y UM5A.a

Ejemplo para Muestra UM5A.b (E1) con los datos de la tabla No. 56

|Concentracién medida—Concentracion del blanco|

% Recuperacion = * 100%

Concentracién adicionada

— 2,9860—-1,7454 *100% = 124.06

% Recuperacion
Estandar

El E2 E3 E4 ES E6 Media

. 124,06 | 114,96 | 121,92 | 109,33 | 118,11 | 118,93
UMS5A.b 113,01

128,70 | 79,68 | 89,61 | 110,82 | 116,45 | 123,52

. 102,87 | 103,75 | 99,06 | 102,20 | 99,99 | 100,38
UMS5A . a 100,73

100,49 | 100,22 | 101,48 | 99,11 | 96,13 | 103,03
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53 Resumen resultados

5.3.1 Fenoles

Tabla No. 61 Datos resumen de la grafica para determinacion de fenoles,

Fotométrico directo (Figura No. 5)

Parametro Valor
Coeficiente de correlacion 0,9996
Sensibilidad 0,6752
Limite de deteccion 0,054638
Limite de cuantificacion 0,085406

Tabla No. 62 Precision del método de la 4-AAP (Fotométrico directo)

Desviaciéon
Muestra
estandar
UE1.bk 0,004395
UE1.b 0,031815
Estandar .

UE1.m 0,027272
UE1.a 0,035782
UM2A .bk 0,030640
_ UM2A.b 0,036416

Agua residual .
UM2A.m 0,085111
UM2A.a 0,166314
UM3A.bk 0,052453

Agua cruda .
UM3A.m 0,012404
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Tabla No. 63 Exactitud del método de la 4-AAP (Fotométrico directo)

EXACTITUD
Patron % Error relativo Media
UE1l.b 35,78
UE1.m 36,14 36,64
UEl.a 38,00

Tabla No. 64 Selectividad del método de la 4-AAP (Fotométrico directo)

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Matriz de agua Muestra % Recuperaciéon Media
UM1Ab 55,20
Residual UM1A.m 73,93 67,17
UM1A.a 72,38
Cruda UM2A.m 83,17 83,17




5.3.2 Fosfatos

Tabla No. 65 Datos resumen de la grafica para determinacion de fosfatos en agua

tratada y cruda (Figura No. 8)

Parametro Valor

Coeficiente de correlacion 0,9991

Sensibilidad 3,6591
Limite de deteccién (mg P /L) 0,076761
Limite de deteccién (mg P04 /L) 0,235389
Limite de cuantificaciéon (mg P/ L) 0,082959
Limite de cuantificaciéon (mg PO,/ L) | 0,254396

Tabla No. 66 Precision del método del cloruro estafioso (para agua tratada y

cruda)
Desviacién
Muestra

estandar
UE2.bk 0,00096
Estandar UE2.b 0,02179
UE2.a 0,04371
BK 0,00000
Agua tratada UM4A.b 0,02016
UM4A.a 0,02441
UM5A bk 0,00000

Agua cruda .
UMS5A.m 0,02370
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Tabla No.

67 Exactitud del método del cloruro estafioso (para agua tratada y

cruda)
EXACTITUD
Patréon % Error relativo Media
UE2.b 8,19
- 6,02
UE2.a 3,86

cruda)

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

%
Matriz de agua Patron » Media
Recuperacién
Cruda UM1A.m 99,82 99,82
UM2A.m 93,95
Tratada . 98,24
UM2A.a 102,54

Tabla No. 68 Selectividad del método del cloruro estafioso (para agua tratada y
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Tabla No. 69 Datos sobre la grafica para determinacion de fosfatos en agua
residual (Figura No. 8).

Pardmetro Valor

Coeficiente de correlacion 0,9865

Sensibilidad 0,6037
Limite de deteccién (mg P /L) 0,520702
Limite de deteccién (mg PO, /L) 1,596741
Limite de cuantificaciéon (mg P /L) 0,593010
Limite de cuantificaciéon (mg PO, /L) 1,818475

Tabla No. 70 Precision del método del cloruro estafioso (para agua residual)

Desviacion
Muestra
estandar
UE3.bk 0,01033
Estandar .
UE3.m 0,13709
UMG6A.bk 0,063275
Agua .
. UMG6A.mM 0,20417
residual .
UMG6A.a 0,05828




Tabla No. 71 Exactitud del método del cloruro estafioso (para agua residual)

EXACTITUD
Patrén % Error relativo Media
UE3.m 3,15 3,15

Tabla No. 72 Selectividad del método del cloruro estafioso (para agua residual)

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Matriz de agua Muestra % Recuperacion Media
UMGA.m 113,01

Residual ~ 106,87
UM6A.a 100,73
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6 DISCUSION

6.1Fenoles

Se realiz6 un estudio de cinética simple y un barrido espectral a dos muestras de
fenol de concentracién 0,5 mg/L con el fin de establecer las condiciones de tiempo
y longitud de onda bajo las cuales debian realizarse las mediciones de

absorbancia de las soluciones.

De acuerdo con los resultados, la medicion de la absorbancia de las muestras
debe hacerse 600 s después de la coloracion a una longitud de onda de 500 nm,
mostrando esto una variacion en cuanto al procedimiento sugerido en el Standard
Methods, pues en este se menciona que la medicién debe hacerse después de

900 s a una longitud de onda de 500 nm.

Para la determinacion cuantitativa del contenido de los compuestos fendlicos
presentes en agua potable, se realizaron varias curvas de calibracién; pero tal
como se observa en la tabla No. 23, el valor de la correlacion lineal entre las
variables de concentracion y absorbancia estd muy alejado de su valor ideal, 1,

disminuyendo esto su confiabilidad.

Para las condiciones del laboratorio de analisis de Aguas y Alimentos de la
Universidad Tecnolégica de Pereira no fue posible la obtencién de una grafica con
un grado de linealidad aceptable para esta determinacion. Sin embargo, para la
determinacion de fenoles en agua cruda y residual, la figura No. 3 si cumple con
los parametros de linealidad requeridos para este tipo de medicion. Su factor de
correlacion, con un valor de 0,9996, muestra una relacion lineal casi perfecta entre

los parametros de concentracion de la muestra y su respectiva absorbancia,
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indicando asi que puede ser utilizada para la determinacion cuantitativa de

compuestos fendlicos.

La minima concentracion detectable de forma confiable mediante esta curva es de
0,0546375 mg fenol/L, pero si se requiere un nivel aceptable de precision,
repetibilidad y exactitud esta concentracion minima es de 0,0854061 mg fenol/L.

La sensibilidad del método, medido como la pendiente de la curva no presenta un
valor alto, indicando esto que no se podran detectar pequefios cambios en la

concentracion.

Antes de la preparacion de las muestras para la validacion, se realizé la
estandarizacion de la solucion madre de fenol. Este procedimiento se realizd
debido a la inestabilidad de las soluciones de fenol. Conociendo los valores reales
de las soluciones de fenol, se procedié a la adicién y posterior medicion de las

muestras.

De acuerdo con la tabla No. 34, el método fotométrico directo de la 4-
aminoantipirina para la determinacion de fenoles es altamente repetitivo. Las
diferentes mediciones hechas a los estandares y a las muestras fortificadas tanto
de agua cruda como de agua residual muestran una alta repetibilidad en términos

de la desviacion estandar.

En cuanto a la exactitud del método, esta no es aceptable, puesto que en la
medicion de los estandares se presentaron porcentajes de error que varian entre
29,33% y 43,06%, siendo el promedio de 36,64%.

Respecto a la recuperacion del analito de interés, también se observaron valores
muy deficientes. En promedio, la recuperacibn mas alta de los compuestos

fendlicos presentes en agua residual, se observd en la muestra de menor
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fortificacion, siendo esta de 56,31%; mientas que en la muestra de fortificacion
media mostré la mayor cantidad de compuesto recuperado, con un promedio de
73,93%.

En promedio la recuperacion de compuestos fendlicos en agua residual fue de
66,83%.

En comparacion con el agua residual, en las muestras de agua cruda se obtuvo
una recuperacion mas alta. Para este caso los porcentajes de recuperacion

variaron entre 75,81 y 91,16, teniendo como promedio un valor de 83,17%.

Debido a la recuperacion tan baja en el agua residual, y al error tan alto en los
estandares, se decidi6 tomar nuevamente unas muestras, y realizar las
mediciones en un tiempo menor al utilizado para las muestras anteriores; esto se
realizé con el fin de determinar si el tiempo de almacenamiento estaba propiciando
la degradacién de los compuestos fendlicos impidiendo esto una adecuada

recuperacion de los mismos.

Estas nuevas muestras se fortificaron con una concentracion menor a la utilizada
para las muestras iniciales y se analizaron en 6 ocasiones por duplicado los dias 1

y 2 después de su recoleccion y preservacion.

Al realizar el andlisis de las nuevas muestras de agua residual y los nuevos
estandares, los bajos resultados en la recuperacion del compuesto fueron una
constante, llegandose a obtener porcentajes de recuperacibn menores que los

observados en las muestras iniciales. (Ver tablas No 35, 36, 39 y 40)
De acuerdo con esto, se puede inferir que el problema con la recuperacion del

compuesto de interés no era debido a la degradacion fendlica durante el

almacenamiento, sino que el método por si mismo no era capaz de medir la
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concentracion presente en las muestra.

Aunque algunos de los parametros tomados en cuenta para la validacion de este
meétodo, tales como el limite de deteccion, sensibilidad y precision presentan
valores aceptables, pero la exactitud y el porcentaje de recuperacion muestran
que el método no presenta en su totalidad las caracteristicas requeridas para

asegurar la confiabilidad del mismo.

Para las condiciones del laboratorio de Aguas y Alimentos de la Universidad
Tecnolégica de Pereira, el método fotométrico directo de la 4-AAP para la
determinacién cuantitativa de compuestos fendlicos no cumple con los
requerimientos estipulados para arrojar datos con un nivel aceptable de precision y

exactitud.

6.2 Fosfatos

Realizando un estudio de cinética simple y un barrido espectral a dos muestras de
fésforo de concentracion 2 mg/L con se establecieron las condiciones bajo las

cuales se deben realizar las mediciones de absorbancia de las soluciones.

Se determiné que la medicion de las muestras debia realizarse 10 minutos
después de la coloracién a una longitud de onda de 690 nm para asi obtener un

maximo de absorbancia.

6.2.1 Curvade concentracidon baja

Esta grafica muestra una relacion lineal casi perfecta entre los parametros de
absorbancia y concentracion; su factor de correlacién lineal con un valor de 0,9991
muestra que presenta una alta confiabilidad para la determinacion de la

concentracion de fésforo en un rango comprendido entre 0,1 mg/L 'y 1 mg/L.
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Su pendiente, de 3,6591 L/mg, muestra su aptitud para la deteccion de pequefios

cambios en la concentracion.

Mediante esta curva se puede determinar una concentracion minima de 0,235389
mg fosfatos/L, y con un nivel aceptable de precision y exactitud, esta
concentracion minima es de 0,254395 mg fosfatos/L.

Las mediciones realizadas a los estandares y a las muestras fortificadas de aguas
tratada y cruda, registran datos que presentan una pequefia variacion entre si,

mostrando asi un alto grado de repetibilidad del método.

En cuanto a la exactitud del método, se obtuvo un buen resultado en términos de
porcentaje de error. El estdndar de concentracién baja mostré en promedio 8,19%
mientras que el de concentracion alta tuvo en promedio 3,87%. El método muestra
un porcentaje de error de 6,03%, afirmando asi que cumple con las condiciones de

exactitud requeridas para este tipo de determinacion analitica.

Asi mismo, en términos de porcentajes de recuperacion se obtuvieron resultados
satisfactorios; en la matriz de agua residual se obtuvo un promedio de 98,24%
mientras que en el agua cruda se obtuvo un promedio de 99,82%. Esto indica que
el método presenta un alto grado de selectividad, pudiendo asi determinar el
analito de interés a pesar de las sustancias que se encuentran en estas matrices

de agua.

6.2.2 Curvade concentracion alta

Aunque la concentracion y la absorbancia se encuentran relacionadas de forma
lineal, el coeficiente de correlacién lineal muestra que existe un grado de

covariacion entre estos dos parametros lo cual no permite una relacién

99



perfectamente lineal.

Sin embargo esta variacion no es muy alta, por lo cual se decidio utilizarla para las

mediciones posteriores de las muestras.
La minima concentracion detectable mediante esta curva es de 1,59674 mg
fosfatos/L y si se requiere un nivel de precision, repetibilidad y exactitud, esta

concentracion minima es de 1,81848 mg fosfatos/L.

Para esta curva, el error del método fue de 3,15%, valor adecuado para las

aplicaciones posteriores de la curva.

En cuanto a la recuperacion del analito de interés, se obtuvo en promedio un

porcentaje de 106,87% para el agua residual.

De acuerdo con esto, el método planteado es confiable, repetitivo y exacto.
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7 CONCLUSIONES

Se validaron los métodos de la 4-aminoantipirina y el cloruro estafioso para la

determinacion de fenoles y fosfatos, respectivamente.

El método de la 4-AAP (extraccion con cloroformo) no es lineal en el rango de
0,02 mg fenol/lL — 0,10 mg fenol/L; debido a esto no fue posible la

determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos en agua tratada.

El método de la 4-AAP (fotométrico directo) mostré ser lineal en el rango de 0,1
mg fenol/L — 1,2 mg fenol/L, ademas es repetible; sin embargo no es exacto ni
selectivo, por lo tanto no es apto para utilizarlo en el laboratorio para la

determinacién cuantitativa de compuestos fendlicos.

Se determiné que el método del cloruro estafioso es apto para la

cuantificacion de fosfatos en agua tratada, cruda y residual.

La curva seleccionada para la determinacion de fosfatos en agua cruda y
tratada, mostré que en el rango comprendido entre 0,1 mg fosforo/L y 1 mg
fésforo/L, el método es lineal. Ademas cuenta con bajos limites de deteccién y
cuantificacion, los cuales permiten la deteccion de pequefias concentraciones
de fosfatos. De igual manera, se comprob6 que el método es preciso, exacto y

selectivo.

En el rango comprendido entre 1 mg fésforo/L — 5 mg fosforo/L, el método del
cloruro estafioso es lineal. Ademas es exacto, preciso y también selectivo.
Conforme a esto, el método presenta caracteristicas Optimas para la realizar la

determinacién cuantitativa de fosfatos en agua residual de forma confiable.
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» Se elaboraron los informes de validaciébn de las técnicas fotométricas de
fenoles y fosfatos segun los instructivos del Laboratorio de Aguas y Alimentos

de la Universidad Tecnologica de Pereira.
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8 RECOMENDACIONES

» Aunque con las condiciones de almacenamiento se hace frente a varias
interferencias que pueden producir degradacion rapida de los compuestos
fenodlicos, se recomienda al laboratorio tener en cuenta el procedimiento
5530 A, numeral 2, del Standard Methods, el cual propone un tratamiento a
las muestras tan pronto se hace su recoleccidn, este tratamiento permite
eliminar otro tipo de interferencias que pueden estar presentes,
especialmente en aguas residuales. De esta manera se podran obtener

mayores porcentajes de recuperacion del compuesto de interés.

» Se recomienda al laboratorio tener en cuenta, como método alternativo para
la determinacién de fenoles totales, la modificacion del método de la 4-AAP
gue conlleva la adicion de cloruro de sodio. Segun estudios [29] y [30], la
utilizacion de este compuesto durante la destilacion permite una mayor

recuperacion de los compuestos fendlicos.
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