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INTRODUCCION

Los métodos automatizados hoy en dia son de gran importancia debido
a su gran apoyo dentro de la quimica analitica, ya que permite que se tenga
mayor nimerao de resuitados en el menor tiempo posible y a menor costo.

En los eguipos totalmente automatizados de andlisis por inyeccion en
flujo se estan implementando diversas metodologias para analisis de aguas.
Muchas de estas metodologias estan basadas en articulos publicados con
anterioridad en los cuales no se ha hecho un analisis muy detallado en cuanto
a interferencias, reproducibilidad, repetibilidad y exactitud def mismo, o cual es
necesario cuando se trabaja en analisis de rutina ya que permite que haya un
mejor manejo y control de las variables que pudiera tener el sistema, lo cual
ayudaria al control de catidad.

La determinacidn de pardmetros fisicoquimicos en agua es en la
actualidad uno de los principales problemas a los que se enfrentan los
laboratorios de andlisis ambientales. La calidad de los resu'tados asi como la
rapidez con la que se obtienen estos es cada dia mas importante, por lo que se
requiere de metodologias rapidas, precisas y sobre todo economicas debido
principaimente a la gran demanda que en el pais se tiene de este tipo de
analisis,

Este trabajo tiene como finalidad desarrollar dos métodos totaimente
automatizados para la determinacién de nitritos y nitratos en agua.

Los nitratos (NO,} constituyen un riesgo de contaminacion potencial
para las aguas subterraneas y superficiales. El limite maximo permisible actual
de nitratos para el agua potable, segtin la USEPA {United States Enviromental
Protection Agency, por sus siglas en inglés) es de 10.0 ppm y en las Normas
Oficiales de Calidad del Agua es no mayar a 10.0 ppm Concentraciones mas
altas pueden llevar a un envenenamiento por nitrato (metahemoglobinemia)

especialmente en infantes y también pueden ocasionar cancer.
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En cuanto a los nitritos (NO,) los dos efectos mas conocidos producidos
son la metahemoglobinemia y la formacién de compuestos cancerigenos,
como son las nitrosaminas.

tas concentraciones permitidas, segin la USEPA (United Staftes
Enviromental Protection Agency, por sus siglas en inglés) de los nitritos es de
1.0 ppm y en las Normas Oficiales de Calidad del Agua es no mayor a 1.0 ppm.

En este trabajo se han pueste a punto dos métodos automatizados por
Andlisis por Inyeccion en Flujo (FIA, por sus siglas en inglés), para la
determinacion de nitritos y nitratos en muestras de agua de distinta
procedencia para que sea utilizado por laboratorios ambientales en los que el
namero de muestras es grande.

La determinacion se basa en la reaccién entre los nitritos y la
sulfanilamida para formar la sal de diazonio que posteriormente reacciona con
la N-1-naftiletilendiamina para obtener el compuesto azoico correspondiente,
que se mide fofomeétricamente a 540 nm.

Esta técnica ofrece varias ventajas sobre técnicas que se usan
comunmente, como por gjemplo, la marcada disminucian de costos y la rapidez
para obtener un gran namero de resultados por io que hace que el control de
calidad sea mejor.

El problema es llevar a cabo los analisis y que los resultados que se
obtengan sean totalimente concordantes con la realidad; para ello es necesario
evaluar el grado de desviacidén del resultado con el vaior real y para ello se
requieren de procesos estadisticos.

En los laboratorios de analisis ia aplicacion de procesos estadisticos cae
dentro de! campo del control y aseguramiento de la calidad de los resultados
obtenidos. Sin este proceso de control y aseguramiento de fa calidad no se
puede afirmar que un valor es cierto y representativo de la muestra Para ello
se requiere hacer analisis por triplicado, tener siempre un blanco de referencia,

lievar a cabo el manejo adecuado de reactivos y de [as propias muestras, etc.
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Para la determinacion de nitratos se utiliza una columna de cadmic
cuperizado, hecha en el laboratorio.

La muestra conteniendo los nitratos pasa a través de la columna en

donde el nitrato es reducido a nitrito, y que posteriormente reaccionan con ia
sulfanilamida y la N-1-naftiletilendiamina.
Cuando Ia muestra pasa a través de la columna de cadmio la senal obtenida
corresponde a la concentracidn de nitratos mas mitrites y cuando la columna no
se encuentra en el sistema entonces oblenemos el valor correspondiente a
nitritos,

Para calcular la concentracion de nitratos se calcula primero la
concentracién de nitritos, en una configuracion FIA diferente que no contiene la
columna de cadmio cuperizado, y por diferencia con la concentracién obtenida
para nitratos mas nitritos se obtiene la concentracién de nitratos en la muestra.
Cabe mencionar que para este estudio se utilizd un equipo totalimente

automatizado.

L")
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OBJETIVOS

»,
o

Desarrollar un protocolo de trabajo por Analisis por Inyeccién en Flujo, para
la determinacion de N-NO, y N-NO; aplicables a laboratorios de rutina de

analisis de aguas.

% Demostrar que el FIA es una herramienta para solucionar problemas reales

en los laboratorios ambientales.

+ Desarrollar algunas metodologias automatizadas para el monitoreo de
parametros fisicoquimicos enh agua por sistemas de Analisis por Inyeccion

en Flujo.

< Optimizar los pardmetlros fisicos y quimicos para la determinacion de

N-NO, ¥y N-NQO, por FIA, en muestras de agua potable, natural y residual.

*
*!

Optimizar la determinacion de N-NO, y N-NO, utilizando un equipo

automatizado FIA.
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ANTECEDENTES

1.1 AUTOMATIZACION

Los métodos automatizados hoy en dia son de gran importancia debido
a su gran apoyo dentro de la quimica analitica, ya que permite que se tenga
mayor namero de resultados en el menor tiempo posibie.

El término automalizacion se ha venido usando cada vez mas desde la
década de 1940 y ha preocupado a muchas personas. La idea de que las
maquinas sustituirian al hombre fue mofivo de temor entre los trabajadores
industriales y, en realidad, la automatizacién ha creado nuevos empleos
altamente especializados.

Los adelantos tecnoldgicos acarrearon mayor reduccidn en ef esfuerzo
fisico mediante mecanismos automaticos para cargar y descargar las
maquinas, cambiadores de herramientas y controles mecanicos, que fueron
adelantos importanies en las maquinas y herramientas. Los disposttivos
mecanicos como excéntricos, topes y correderas controlan operaciones
especificas de una maquina. Después aparecieron los transportadores para
transferir las piezas a la siguiente estacion de trabajo.

En ta siguiente etapa del perfeccionamiento de Jas maquinas
aparecieron las verdaderamente automalicas, las cuales no requieren que el
operario tome decisiones como ¢jse debe cambiar la herramienta? 6 ;se ha
logrado la dimension correcta?. En las maquinas mas modernas se utilizan
sistemas de retroalimeniacion, con componentes gue vigilan en forma continua
las funciones de la maquina. Uno de estos sistemas vigila en forma continua
las dimensiones de una pieza y las compara contra un valor de referencia. El
sistema calcula las diferencias y retroalimenta fa informacion a la maquina por
medio de aparatos electrénicos.

La automatizacion es una parte de la manufactura en rapido crecimiento.

Se requiere planeacion cuidadosa del equipo automatizado.
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No existe todavia una planta totalmente automatizada; pero ya casi se
logra la automatizacion total. Es probable que fa industria quimica esta mas
cerca de alcanzarla.

En los laboratorios analiticos hoy se requiere de realizar un nimero cada
vez mayor de analisis y esto con mayor precision y exactitud. Muchos de los
métodos analiticos requieren de realizar muchas operaciones {medir un
volumen, mezclar dos reactivos, etc.), en forma repetitiva lo cual —por tedio-
conduce a errores. Es por ello que la automatizacién en los laboratorios
analiticos cobra especial importancia.

L.a gran demanda actual de analisis en diversos campos de la quimica
analitica, como lo son el clinico, el industrial o el farmacéutico, ha llevado a la
necesidad det desarrollo de técnicas que disminuyan el costo y tiempo de los
ensayos individuales, que aumenten la precisibn y que posean una buena
confiabilidad. Todos estos requisitos pueden ser cumplidos por técnicas
automatizadas (1).

Debide a los problemas intrinsecos que representa la automatizacion de
ensayos en lote, se ha optado por automatizar a las operaciones en flujo, ya
que en éstas se evita el uso de recipientes que frecuentemente son frégi!es, y
se utiliza ‘el.rnovimien!o secuencial de liquidos a través de tubos.

El uso de instrumentacién en las instalaciones de un laboratorio ha
hecho posible realizar una amplia variedad de pruebas quimicas sobre una sola
muestra. Los autoanalizadores se pueden utilizar para procesar rapidamente
una muestra individual mediante varios analisis quimicos bésicos. Los
resultados de estas muestras también son registrados en forma automatica y
presentados para facilitar su interpretacidn. Debido a la rapidez del
autoanalizador y al nimero de pruebas que puede procesar en un periodo
corto, se ha convertido en un método importante para la rapida obtencion de
datos.

Existen dos factores de! desarrolio de la automatizacion: el primerc de
ellos son los avances que se han tenido en microglectrdnica y microinformatica.

el segundo factor son las exigencias sociales que se han requerido conforme
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ha aumentado el trabajo, estas a su vez se han dividido en nuevas
necesidades para el caso de la quimica ciinica, en la industria y en la ecologia;
y también se ha observado ia disminucién en costos, Io cual es un parametro
de suma importancia actual.

En cuanto a los aspectoes de los cambios tecnoldgicos en la
automatizacién, se han sedalado dos: la actitud y las posibilidades. En el
primero de ellos se puede tener una actitud correcta, donde existe un balance
entre las ventajas, las necesidades y fa economia; por el otro lado también se
puede tener una actitud equivocada, donde se adquiera algin instrumento sin
justificacién alguna, es decir si se comprara algan equipo el cual su uso
estuviera limitado a algo en especial y no nos pudiera ofrecer alternativas de
uso. En cuanto a las posibilidades, se debe tratar de ver si se puede adquirir
una nueva instrumentacidn que realmente haga faita dentro del laboratorio y
que sea una eleccion adecuada; aqui también se debe tratar de adaptar a
instrumentacion que se tenga disponible, ya gue podemos hacer que sea mas
funcional.

Se debe tomar en cuenta que la automatizacion dentro del laboratorio se
divide en tres etapas: la primera de ellas es la automatizacién parcial de fa
gestion, agui se hace la identificacion de las muestras, como también se debe
tener el contro! de los equipos; la segunda es la automatizacion de los
procesos analiticos, agqui se toma en cuenta todas [as etapas del proceso
analitico desde Ia recepcion de la muestra hasta lo que va & ser analizado, y
los protocolos que van a ser implementades. Por (ltimo en la automatizacion
integrada y total, se engloban todas las condiciones dptimas de trabajo a las
cuaies se va a someter la muestra, una vez que se han revisado vy
seleccionado las metodologias adecuadas.

Los objetivos de la automatizacion en Quimica Analitica se enlistan a
continuacion:

1. reduccion de ia intervencion humana, lo cual nos conduce a evitar
errores, reducir riesgqos y reducir los costos.

2.- procesar un nimero de muestras elevado.
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3.- hacer factible una técnica o un método analitico.
4.- aumentar la sensibilidad, la selectividad, !la precision y el campo de
aplicacion,

5.- reducir el consumo de reactivos.

Estos objetivos se encuentran relacionados con varios aspectos de la
automatizacién en Quimica Analitica, como [o son: las muestras (estas pueden
ser muchas o pocas), los analitos, reactivos, precisién, rapidez. economia,
generacion de datos, tratamiento de datos y técnica o método analitico. Todo
esto debe tomarse en cuenta para que los datos obtenidos cumplan con o que
se ha eslabiecido para el analisis.

Existen varios tipos de sistemas analiticos: los manuales (estos los
realiza un operador y donde existe el riesgo de un mayar error), 10s mecanicos
{estos sustituyen al operador por una maquina, que puede ser, por ejemplo, un
agitador magnético o un titulador automatico), los automaticos {estos implican
programacion de equipos y por lo tanto hay reduccidn en el trabajo humano) y
los que son automatizados (estos dismmuyen casi en su totalidad el
desempefio humano y por lo tanto el error disminuye en forma muy
pronunciada). Este Gitimo sistema es el que hoy dia ha sido de gran ayuda en
taboratorios donde se hacen analisis de rutina.

En este punto es importante diferenciar entre sistema automatico y
sistemma automatizado, ya que existe gran confusidn entre estos dos térmings:
los sistemas automaticos, son aquellos que ocriginan unas acciones
previamente requeridas {(programadas} para ser llevadas a cabo en unos
momentos determinados del proceso sin la intervencidn humana. Aqui ei
sisterma no toma decisiones por si mismo; sigue siempre la misma secuencia
de operacion y no tiene incorporado sistema de retroalimentacion. Mientras que
los sistemas automatizados, son aquellos que originan [a accion de
automatizar, un sistema de retroalimentacion que les permite tomar decisiones

en determinados momentos del proceso sin intervencion humana.
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En este caso el sistema se autocontrola y se autoajusta; la secuencia de
operaciones puede ser distinta para cada situacion {muestra) y se denominan a
veces ‘completamente automaticos”. En la figura 1.1.1 se simplifica lo
anteriormente dicho (2).

Dentro de los sistemas automaticos (y en algunos casos automatizados)

se encuentran las técnicas de flujo continuo.

MECANICO ,
MANUAL  (semiautomitico) AUTOMATICO AUTOMATIZADO
BU!
o EURETA AGTOMATICA ALTOMATICA
PROGRAMABLE PROGRAMABLE

f'l (¥=cte))
[»maas] fl
(1]
g [===r=]

t\! Q0
ﬁ CONTROL a
© 0 "MANUAL t\j:
‘ Instrumento )
: Controd |..a
E ! Electronico
: -/- 1 Informatico
. S_,l
; |
: Y S
' 'mlL pem=rdad
VISUAL beeeeed
mlL

INSTRUMENTAL

Figura 1.1.1 Diferentes tipos de sistemas.
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1.2 TECNICAS EN FLUJO CONTINUO

En la década de los 70's se desarrolld una técnica de analisis en
continuo que permite a posibilidad de automatizar un método. Teniendo como
antecedente el analisis por flujo segmentado (SFA) se desarrolio el Analisis por
Inyeccion en Flujo (FIA). Esta técnica tiene como ventaja sobre el SFA el no
requerir de una etapa de lavado y poder hacer la deteccién en base a una
dispersidn controlada sin necesidad de llegar ai equilibrio, con lo que el niimero
de analisis por unidad de tiempo se ve incrementado de sobremanera. Es asi
como esta teécnica da origen a resultados altamente repreducibles, incluso
cuando la reaccién quimica no alcanza el equilibrio, ya que se basa en una
combinacion de: inyeccion de la muestra, dispersién parcial controlada vy
medida precisa de! tiempo que transcurre entre la inyeccién de fa muestra y la
deteccién del analito o de un producto de su reaccion con el reactivo adecuado.
Por otra parte, la técnica FIA utiliza volimenes de muestras y de reactivos del
orden de microlitres por lo que la cantidad de desechos, producto del analisis,
se ve también disminuido.

De acﬁerdo a lo anterior, la técnica FIA tiene varias ventajas sobre fa

SFA, como se observa en la siguiente tabla (3):

PARAMETROS SFEA FIA
Introduccion de (& muestra Aspiracion Inyeccidn
Volamen de muestra 0.2-20 mL 10-100 ul
Tiempo de respuesta 2-30 min. 3-60 seg.
Diametro interno del tubo 2.0 mm. 0.5-0.7 mm.
Detecciodn reatizada en régimen de equilibrio dispersion controlada
Capacidad 80 muestras/hora 300 muestras/hora
Precision 1a2% 1a2%
(Gasto de reactivos elevado bajo
Ciclo de lavado esencial no esencial
Analisis cinético continuo 1o es pasible fluja detenido
Valoraciones no si
Datos suministrados altura dei pico altura, ancho, area de!
pico
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Dada su trascendencia en la calidad analitica, la automatizacion de las
etapas del proceso analitico, que conectan la muestra con el instrumento, es
una de las metas mas importantes de la quimica analitica contemporanea. Sin
embargo la automatizacién de estas etapas no es una tarea facil. Por esta
razén, es que aun continian en uso metedologias manuales en la gran mayoria
de los laboratorios analiticos de control.

Paralelamente se ha ido demostrando en los Gltimos afios, que para la
automatizacion de las etapas preliminares del proceso analitico, las técnicas
continuas, parlicularmente el Analisis por Inyeccién en Flujo, es la forma mas
versatil, flexible y de menor costo para realizar una gran cantidad de
operaciones del proceso analitico (4).

En la introduccidon de la muestra, dilucion, calentamiento, mezclas,
adicion de reactivos (operaciones que igualmente se pueden realizar con
analizadores discontinucs en discreto), con FIA ademas se pueden realizar
procesos de dialisis, pervaporacion, destilacion, extraccién con disolvente y
otras separaciones con un alto grado de precisién, exactitud y rapidez.

También es importante destacar que, ademas de involucrar costos
muchisimo menores que los analizadores discontinuos en discreto, tienen
mayor compatibilidad con diferentes detectores  (potenciométricos,
amperométricos, espectrofotométricos, etc ).

Por lo tanto, se puede afirmar que [a altisima relacidn eficiencia/costo
que proporcionan fas técnicas FIA para realizar procesos automaticos, lo hace
altamente rentable y la sitGa como una alternativa idonea en el anilisis de
rutina.

A pesar del que el FIA es una de las técnicas continuas mas recientes,
se han desarrollado numerosas aplicaciones en los dmbitos industrial, clinico,
medioambiental y biotecnoldgico. Estas aplicaciones se han descrito en cerca
de 4000 publicaciones.

En este contexto, las metodologias FIA en el analisis de agua ofrecen
muchas ventajas. Se han propuesto varias configuraciones para la
determinacion automatica FIA de especies incrganicas y organicas en matrices
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de interés medioambiental, sin embargo aplicaciones reales a matrices de
agua son limitadas (5-13). Cuando se determinan especies quimicas en
matrices medioambientales, se requieren meétodos que ademds de ser
sensibles y selectivos, aseguren o garanticen una alta precisién y exactitud en
la determinacidn, el Analisis por Inyeccién en Flujo cumple con todos estos
requisitos.

Este tipo de determinaciones por lo general son laboriosas yfo muy
costosas por o que la necesidad de desarrollar las metodologias rapidas y
economicas es de vital importancia, sobre todo si se toma en cuenta el nimero
elevado de muestras que es necesario analizar en laboratorios de analisis

ambientales.

« Generalidades de la Técnica FIA:

El concepto basico de la técnica FiA es la inyeccidn de un volumen
medido de muestra en un flujo portador, al cual se le pueden incorporar © no
diferentes reactivos antes de su llegada a! detector. No se alcanza el equilibrio,
por lo que la medicion es en la parte cinética (3). En ia figura 1.2.1 se muestra

un esquema general de un sistema FIA.

Zona de lubo

Co Sistema de reaccion Sistema de
Unidad de prepulsion inyeccion [ roceso deteccion
adicional

Muestro
liquice

T DCTEZTOR

——Il

z célule
REACTIVI O o W R
CARRIER == =4=C~ y
SR === L de fiue i
ﬁ_ VALYILA Y B i

HOMBA INTECL TR DESECHE

REGISTRARDR

Figura 1.2,1 Esquema general de un sistema FIA
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El FIA se basa principalmente en la reproducibilidad de! volumen de
inyeccion y en ia dispersion controlada del volumen de muestra inyectado (2).
La técnica FIA presenta las siguientes caracteristicas esenciales:
1.- Elflujo es no segmentado.
2.- La muestra se inserta o se inyecta directamente al flujo.
3.- El bolo inyectado es acarreado a través del sistema, Durante este transporte
puede ocurrir un proceso fisicoquimico, una reaccién quimica, dialisis,
extraccion liquido-liquido, etc.
4.- La dispersidn parcial controlada o la ditucién del analito se puede manipular
a través de la operacion de transporte controlando las caracteristicas
geomeétricas e hidrodinamicas del sistema.
5.~ Un sistema sensor continuo da una sefial transitoria la cual es registrada.
6.- Cuando se registra la sefial, aun no se ha llegado a un equilibrio guimico
(finalizacion de la reaccién) 0 a un equilibrio fisico (homogenizacién de una
porcién del flujo).
7.~ La técnica FIA es altamente reproducible a pesar de que se trabaja en
condiciones de no equilibric. Esto se debe a que cada inyeccion de muestra en
el sistema recorre la misma distancia desde su inyeccién hasta su deleccién en
el sisterna sensor, pues la velocidad es constante (15).
El concepto de FIA fue disefiado originaimente para automatizar
ensayos seriados y ha emergido como una técnica de manipulacién de

disoluciones y de generacion de datos (14).

+ Caracteristicas y ventajas de los sistemas FlA:

SENSIBILIDAD: Los sistemas FIA son menos sensibles que sus
cantrapartes manuales y SFA por dos razones principales: la primera e$ que no
se llega al equilibrio, esto es debido a que el tiempo de reaccion es corto vy por
otro lado la dispersidn fisica o dilucidn de la muestra en ia disolucidn portadora
resulta en una sefial de menor intensidad a la que se obtendria con el bolo sin
dituir.
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Aqui se pueden cambiar las configuraciones propuestas con la finalidad
de aumentar 1a sensibilidad. Se ha visto que la implementacion de sistemas de
separacion continuos, incorporados a fa configuracién FIA, aumentan fa
sensibilidad. Otra forma de aumentar la sensibilidad, es usando la técnica de
flujo detenido, sin que se aumente el grado de dilucidn, esta técnica estd
basada en el continuo monitoreo de la serial, mientras que el flujo permanece
detenido una vez que se llega al detector.

PRECISION: La reproducibilidad que ofrece la técnica FIA puede ser
comparada con la que se observa con los métodos continuos en flujo
segmentado, ya que ésta se basa en la dispersion controlada del volumen de
muestra inyectado.

RAPRIDEZ: Es una de las caracteristicas por la cua! esta técnica es
usada, ya que permite hacer un trabajo rapido en comparacién a métodos
manuales, al igual que Ia frecuencia de andlisis, ya que ésta es mucho mayor.
Otros factores como son el volumen de muestra, [a velocidad del flujo y el
volumen interno del reactor, también influyen en la frecuencia de analisis.

ECONOMIA: Esta técnica se caracteriza también por su bajo costo, ya
que los volimenes de reactivos y muestras son minimos. También se
caracteriza por su potencial para la creacion de configuraciones senciflas vy

econdmicas {16).
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1.3 COMPONENTES BASICOS DEL FlA.

Las condiciones ideales de un analizador de inyeccidn en flujo son las

siguientes (32):

1.- La corriente portadora debe fluir de forma libre de impulsos a través de un

tubo estrecho de diametro estrictamente uniforme, incluyendo las secciones de

inyeccién y detector.

2.- El volumen de disolucidn de muestra {ul) debe inyectarse de forma

reproducible, como un bolo, en el flujo del portador sin crear perturbaciones en

el mismo. El volumen de muestra debe ser ajustable a veluntad.

3.- La trayectoria del flujo debe ser facilmente reprogramable para realizar una

amplia variedad de ensayos y ademas los laterales de !a corriente deben

conectarse al flujo principal de forma facil y reproducible.

4.. El flujo a través del detector debe dar una respuesta instantanea vy

reproducible del analito que contiene, con sefial de maximo rendimiente,

Las partes basicas de que indefectiblemente debe constar un equipo

FlA, son las siguientes:

a) Un sistema propulsor de la corriente portadora a lo largo de ias diferentes
unidades elementales, que debe suministrar un flujo constante y regular en
el sistema, ausente de impulsas y perfectamente reproducible.

b) Un sistema de inyeccion o insercidn dentro de la corriente portadora de
volimenes de muestra muy precisos, reproducibles y variables dentro de un
amplio rango.

c) Un sistema de transporte de la disolucion que tiene como misiones
fundamentales conectar entre si los diferentes elementos y conseguir en el
transcurso de los fluidos a su través un adecuado grado de dispersidon o
mezcla de la muestra con la corriente portadora. En los casos en que el
grado de dispersidn no es el idoneo para el andlisis, se requiera una
reaccidn o una division adicional de la corriente, se puede intercalar en el
mismo algin(os) accesorio(s) con este fin, tales como camaras de mezcla,

reactores en sus diferentes tipos, divisores del fiujo, etc.
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d) Un sistema de deteccitn, que permita la medida continua de una propiedad
de la muestra o de su producte de reaccion proporcionando informacion
cuali y cuantitativa sobre la misma.

SISTEMAS DE PROPULSION: El sistema utilizado para impulsar el fluido a lo
largc de un mentaje FIA debe cumplir una serie de requisitos que vienen
impuestos por las caracteristicas de la técnica: El caudal o flujo que
proporcione el sistema de propulsion ha de ser constante y perfectamente
reproducible, con objeto de que el tiempo de residencia de la muestra en el
reactor también lo sea y de que la dispersion, directamente influenciada por el
cauda! se mantenga inalterada a lo largo de un estudio, permitiendo la
constancia en cada punto del sistema. Una caracteristica de la tecnica FIA es
la baja presion de trabajo necesaria para obtener los caudales adecuados, que
generalmente oscilan entre 0.4 v 4.0 mL/min. Solo en casos excepcionales (FIA
capilar o divisiones de flujo) el caudal exigido al sistema propuisor se sitia por
debajo ¢ encima, respectivamente, de este rango.
Bombas Peristalticas: Es el tipo mas comin y utilizado en FIA. Consta de un
tambor con una serie de rodillos cuye numero y diametro depende del modelo y
sobre los cuales se comprimen los tubos flexibles, en el interior de los cuales
circularan las discluciones al ser comprimidos los tubos entre cada dos rodillos
por el movimiento del tambor. Estas bombas proporcionan un flujo a impulsos,
tanto mayares cuanto mayor es el didgmetro de los radillos. Un esquema de esta
unidad se encuentra en la figura 1.3.1.

El namero de canales (tubos) en los que pueden impulsarse fluidos al
mismo tiempo en funcién de la longitud de los rodillos y varia generalmente

entre 1y 16, siendo el modelo mas comin el de cuatro canales,
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BOMBA
PERISTALTICA

Figura 1.3.1 Bomba Peristaltica
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Los tubos de bomba se fabrican en distintos materiales, cada uno de los
cuales posee unas caracteristicas que lo hacen adecuado para la impulsion de
un determinado tipo de fiuidos. En [a tabla 1.3.2 se recogen los tipos de
disoluciones tanto organicas como inorganicas y el material de tubo mas
adecuado. El ataque de estos tubos por diversas disoluciones puede ser
inadecuado su uso, segun los casos. Asi los tubos de PVC, solvaflex, tygon y
goma de silicona no resultan convenientes para disoluciones muy dcidas o para
disolventes organicoes puros; mientras que el tipo acidflex es especialmente
inadecuado para la impulsidn de cetonas. Cada casa comercial de las que
suministran este tipo de material posee un cddiga de colores en funcion del
diametro del tubo, que ofrece una orientacion del caudal a suministrar por cada
color, caudal que es necesario verificar para cada determinada experiencia

después de mantener la bomba en funcionamiento durante unos minuto.

MATERIAL DE TUBO

TIPOS ADECUADOC
(Nombre comercial)
- Dis, acuosas PVC, Tygon
- Dis. etandlicas diluidas PV, Tygon
- Acidos y bases diluidos PVC, Tygon, Goma de
L silicona
DISOLUCIONES - Acidos y bases concentrados Fluoroplastos (Acidflex de
INORGANICAS .
Techrnicon)
- Alcoholes PVC modificado (Solvafiex,
Technicon)
- Alcoholes de bajo peso molecular | Goma de silicona
- Formaldehido, acetaldehido PVC, Tygen

DISOLUCIONES
ORGANICAS

- Acetona

Goma de silicona

- Acido y anhidrido acéticos

Goma de silicona

- Hidrocarburos alifaticos

PVC modificado (Solvafiex,
Technicon)

- Hidrocarburos aromaticos

Fluoroplastos {Acidflex
Technicon)

- Cloroformo

Fluoropiastos (Acidflex de
Technicon)

- Tetracloruro de carbono

PVC modificado (Solvaflex,
Technicorn)

Tabla 1.3.2 Tubos de Bomba Peristaltica
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SISTEMAS DE INYECCION: Tienen como objeto situar una zona bien definida
de muestra dentro de la corriente de fluido portador, continuamente en
movimiento.

Un componente de este tipo para un sistema FIA ha de cumplir una serie
de requisitos que emanan de las caracteristicas intrinsecas de la técnica,
siendo las mas importantes las siguientes:

a) Ha de insertar volimenes exactos y perfectamente reproducibles de la
disolucion problema. Es deseable que estos volimenes puedan variarse
dentro de un amplio rango; lo que hara mas versatil el sistema.

b) La intercalacién de la muestra en el flujo portador se ha de producir de
forma gue no se creen perturbaciones en el mismo.

¢} Su manejo ha de ser facii, comodo y rapido, de forma que se consiga una
alta frecuencia de muestreo, ademas de permitir su control mediante un
motor eléctrico para automatizar la técnica.

Valvula de Inyeccidon Rotatoria: Dentro de este tipo se va a describir el

sistema mas cominmente usado, que es la ilamada valvula hexagonal. Consta,

segin se muestra en la figura 1.3.3 (a), de seis orificios, tres de entrada y tres
de salida, pudiendo adquirir dos posiciones: en la posicidon de llenado la

muestra entra en la valvula por el orificic 2 lienando el bucle {orificios 1y 4) y

saliendo continuamente por el desecho (orificic 3); en tanto la corriente

portadora entra en la valvula por el orificio 6 saliendo hacia el reactor por el 5.

En la posicién de vaciado el orificio 6 de entrada de carrier en la valvula

conecta internamente por el 1 arrastrando el bolo de muestra a través de 4 y 5

hacia el reactor, mientras la muestra penetra en la valvula por el 2 saliendo por

3 hacia el desecho, ver figura 1.3.3 (b}.



CAPITULO |

(A)

FiTFour-Way
Rotary Valve

(B)

MECANISMO
VALVULA DE INYECCION

LLENADO INYECCION

Figura 1.3.3 {A) Valvula de Inyeccién Rotatoria
{B) Mecanismo de la Valvula de Inyeccidn

20
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SISTEMAS DE TRANSPORTE Y REACC|ON: Estos componentes tienen
como objetivo, ademas del primordial de trasladar la corriente de fluido a lo

largo del manifold, permitiendo, si ha lugar, que la reaccién transcurra en su
interior en la proporcidn adecuada, el de servir como nexo de unién de las
diversas partes que constituyen el sistema de trabajo.

Tubos: los sistemas de transporte son tubos de pequefo diametro 0.1 a2 2.0
mm, siendo cominmente utilizado el de 0.5 mm cuando la dispersion requerida
es media, mientras que cuando se necesita que ésta tenga un valor inferior o
superior al medio, se suelen usar diadmetros de 0.3 y 0.7 mm, respectivamente.
Diametros superiores son de poca utilidad puesto que los restantes
componentes no estan disefiados al efecto; las expansiones -tubo- y
compresiones —oiros componentes- producen irregularidades que meoedifican
notablemente la dispersion.

Para la construccién de estos tubos se requieren materiales de alta
inercia quimica e inalterables a los cambios de temperatura dentro de un
amplio rango. Los materiales mas cominmente usados son teflon, polietiieno y
polipropileno, que son bastante permeables al oxigeno, lo que supone un
problema adn no resuelto cuando se trabaja con reductores fuertes o en la
comprobacién de oxidaciones atmosféricas catalizadas.

La longitud de los tubos, funcidn del sistema en estudio (sin o con
reaccidon quimica), es muy variable y puede oscilar desde pocos centimetros
hasta 40 metros o incluso mas.

La union de los tubos entre si y con las diversas partes del sistema se
realiza por medio de conectores. La conexidon ha de lievarse a cabo de manera
cuidadosa para que no se produzcan volimenes muertes ni dé lugar a pérdidas
de disolucion o entrada de burbujas de aire.

Conectores: Existe una amplia gama de conectores ya sea de perspex o de
teflon, que se adaptan a las necesidades de cada sistema en particular y que,
considerados en orden de complejidad creciente son: doble, triple y cuadruple,
existiendo dentro de ellas diversas configuraciones. Las uniones dobles pueden

estar en prolongacion o en V.
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La distancia entre los extremos de ambos tubos en el conector doble tipo
debe ser tan pequera como sea posibie, con objeto de hacer minimo el
volumen muerto en este punto, ya que este actia como una minicamara de
mezcla con el consiguiente aumento de la cola del pico. La distancia
perfectamente determinada, entre ambos extremos de tubo hace que este tipo
se utilice cuando se requiere un punto de mezcla, de forma mas o menos

efectiva en funcién de la velocidad de flujo del sistema.

a) (JEwgncmed]] b)

c) - .
CONECTOR DOBLE %@ % Um; T“ﬁﬁ
N &

p & o o §
UE"DQ . %%%%@,@

% CONECTOR TRIPLE

CONECTOR CUADRUPLE

Figura 1.3.4 Diversos tipos de Conectores

a) y b) Conectores dobles sin y con punte de mezcla respectivamente
c), d) y e) distintas configuraciones de conector triple

fi conector cuadruple

g) Chemifold tipo IV que incluye dobletriple y cuadruple conector.

bRl
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Reactores: Son unidades dentro del sistema de transporte que actian sobre el
tiempao de residencia y perfil del bolo de muestra de forma que a su paso por la
unidad de deteccidn éste posea las caracteristicas adecuadas para la medida.
Pueden responder a diferentes tipos en funcidn de las necesidades de cada
sistema:

Tubos abiertos: Reciben este nombre los reactores constituidos por un tubo
recto de diametro y longitud variable, que se encuenira situado en el sistema
de inyeccion y el deteccidn.

Serpentines: Consisten en tubos de los considerados para el transporte que se
enrollan helicoidalmente en torne a un cilindro rigido del didmetro deseado. La
longitud de este tubo es funcion del tiempo de residencia requerido para la
mezcla mas adecuada de portador o reactivo y muestra. El diametro del
serpentin madifica la dispersién de la muestra.

Reactores empaquetados: Estan constituidos por una zona de tubo rellena de
un material inerte 0 activo quimicamente. Su uso en FIA no esta muy extendido
debido a los problemas que plantea, ya que un refleno de tamafic grueso
produce irregularidades insalvables en el flujo, en tanto el uso de un tamafio de
granc pequefio, que produce un flujo mas regular, da lugar a dna mayor
compacidad del reactor, lo que se traduce en una oposicidén a! flujo que hace
necesario el uso de presiones altas, lo que esta en franca contradiccion con las
peculiaridades de la técnica. Los reactores empaquetados que mas atencion
han recibido en FIA han sido los guimicamente activos, tales como [os de
cambio idnico, redox y enzimaticos.

Single-bead string reactor (SBSR): Cuyo nombre espafiol podria ser -reactor
de bolitas en cadena simple (RBCS)-. Consiste en un tubo de longitud variable
rellenc de bolitas de vidrio o de un polimero quimicamente inerte, cuyo
diametro es un 60-80% del! diametro del tubo, de forma que en cualquier
seccion del mismo existe una Unica balita. El volumen no ocupado por el
relleno es grande, por lo que el flujo no encuentra mucha resistencia a su paso.
El uso de este reactor presenta una serie de ventajas, como son: aumento de!

tiempo de residencia, disminucion ostensible de la dispersién y alisamiento de

-
23
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!a linea de base en relacién con [os tubos abiertos, probabiemente debido a
que las bolitas actian comao supresoras de impulsos. El tiempo de retorno a la
linea de base permanece razonablemente constante para diferentes longitudes
del SBSR.

Cémaras de mezcia: Se utilizan cuando se precisa un mayor grado de mezcla
{punto de confluencia o minicamara sin agitacién) o una total homogeneizacion
de muestra y reactivo (minicamara con agitacion). Generaimente se requiere un
mayor grado de mezcla cuando se utiliza un sistema eléctrico de deteccion y
cuando las diferencias de viscosidad, gravedad especifica, temperatura,
contenido en detergentes, etc. entre el carrier y la muestra son muy grandes
(33), También se emplean para llevar a cabo las denominadas -valoraciones
FiA- (34).

La zona de confluencia en el conector constituye en mayor o menor
proporcién un punto de mezcla. El efecto de mezclado es mas patente en el
caso del conector triple o cuadruple, en el cual generalmente confluyen dos o
mas flujos diferentes. No obstante, una minicamara de mezcla propiamente
dicha esta constituida por una porcién mas ensanchada incluida en el reactor
{(35).

24
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1.4 COMPOSICION DE LOS DIVERSOS TIPOS DE AGUA

De los océanos, el agua se evapora y es transportada sobre las masas
territoriales, donde se puede depositar por una u otra forma de precipitacion
(lluvia, nieve, granizo, etc.). Durante su paso del océano a la superficie
terrestre, el agua atraviesa la parte inferior de la atmodsfera. Debido a esto,
tiene la posibilidad de equilibrarse con los gases en la atmasfera.

i_a composicion promedio de estos en la atmésfera inferior se encuentra
en la tabla 1.3.1. Es necesaric darse cuenta que la composicién promedio de
estos gases en la atmodsfera estd sujeta a variaciones considerables,
especialmente en los niveles de ciertos constituyentes menares como son CO;,
CO, S0,, NO,, etc., que son productos de los procesos de combustion y estan
asociados con la contaminacion atmosférica que hay en las comunidades
urbanas-industriales (17).

TABLA 1.3.1: Composicién media de 1a atmdsfera.

Gas Porcentaje en volumen | Presidn parcial (atrm)
N : 78.1 0781

(o] 20.9 0.209

Ar 0.93 . 00093
H,0 ‘ 0.1-28 0028
CO; 0.03 0.G003

Ne 1.8 X107 1T2X107
He 52 X107 52 X107
CH, 15X10° 15 X10°
Kr 1.1 X107 11 X107
co (0.06-1) X10™ (0.06-1) X10°
S0; 1 X107 1X10°
N;O 5X10™ 5 X107

H; 5X10° 5 X107

0, (0.1-1.0) X10® (01-10) X107
Xe 87 X10© 87 X107
NO, (0.05-2) X10° {0 05-2) X107
Rn 6 X107 6 X107

[
i
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En una tierra que no este poblada por organismos vivos, las aguas
naturales formadas por las interacciones agua-aire-tierra fluirian de nueveo
hasta el océano llevando los diversos constituyentes disueltos, asi como
particulas suspendidas de arcilla y arena.

Las actividades del hombre pueden infliir en la calidad del agua en muy
diversas formas incluyendo la descarga de desechos municipales, industriales
y agricolas a las aguas superficiales y subterraneas. Los desechos domésticos
aumentan el contenido de materia mineral y organica de las aguas naturales.

El agua de desecho tanto de la industria como de fuentes agricolas y
domésticas, contiene una gran variedad de compuestos organicos. La
presencia de compuestos organicos persistentes (no biodegradables) en aguas
de desecho afecta el agua dependiendo de la naturaleza de dichos materiales.
Por ejemplo, los productos de la degradacion microbiana (materiales hdmicos)
pueden dar a el agua un color café y modificar el comportamiento de los iones
metalicos. Los materiales tdxicos (tanto inorganicos como organicos) pueden
medificar ¢ eliminar los procesos biologicos que se llevan a cabo en el agua
natural. Los compuestos organicos de origen industrial pueden causar sabores
y olores, o bien pueden tener efectos indeseables sobre la salud si no se les
elimina durante la purificacion para obtener agua potable. Los compuestos
organicos de todos tipos pueden reaccionar con los productos quimicos en el
tratamiento del agua y asi producirse nuevos compuestos organicos con
efectos indeseables.

Las aguas naturales en si nunca estdn libres de organismos. Adn el
agua tratada por desinfeccion para el suministro publico contiene
microorganismos. La importancia de estos en el agua natural se relaciona con
los tipos de transformaciones quimicas que catalizan. El crecimiento de algas
en un agua natural puede agotar casi por completo las concentraciones de
fosforo y nitrdgeno en ella; de hecho, esta situacion se da donde la cantidad y
la rapidez de crecimiento de los organismos acuaticos fotosintéticos estan
controladas por las concentraciones de nutrientes como nitrégeno (NHs", NO3)
y fasforo (PO ).
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1.5 EL CICLO DEL NITROGENO

La forma en gque el nitrdgeno circula sobre la superficie de la tierra y en
su atmosfera por lo general se representa como e ciclo del nitrogena (fig.
1.4.1). Muchas de las reacciones del ciclo de! nitrégeno son reacciones redox
catalizadas por microorganismas. Estas son la oxidacion de NHy' a NO; vy
después a NOy (nitrificacién}, la reduccion de NOs™ @ NOJ' y posteriormente a
NH,4" (reduccion del nitrato), la reduccion de NO3™ a N (g, (desnitrificacion) y la
reduccion de Nz ) a NH," (fijacion del nitrégeno). La incorporacion de NH,™ a
la materia organica que contiene nitrdgenc {aminacion) o su desprendimiento
(desaminacion o amonificacion) es la Unica reaccion del ciclo del nitrégenc en
que se verifica una transformacion de este elemento y gue no corresponde al
tipo de oxidacién-reduccion (17).

A menudeo, los procesos bioquimicos del nitrogeno se estudian en
términos de los microorganismos que ilevan a cabo muchas de las etapas de
oxidacion y de reduccidn. Los microbios y las enzimas son catalizadores, y
unicamente llevan a cabo las reacciones redox que permite la disponibilidad de
electrones.

El nitrégeno tiene muchos estados de oxidacidn que podrian ser
estables dentro del rango de estabilidad redox del agua. Se pueden seleccionar
los estados de oxidacion estables, si se comparan los potenciales de electrodo
de todas las parejas redox posibles. Por ejemplo, el nitrato se reduce a nitrito
(NOy) a E°= 095V y a N a E°= 1.25 V. Si se agrega un reductor a una
disolucion de nitrato y si la reaccion redox es reversible, entonces todo el
nitrato debera reducirse a N; antes de que el potencial de electrodo disminuya
io suficiente como para reducir el nitrato a nitrito. En consecuencia, ios iones de
nitrito son inestables y se descomponen de manera espontanea para formar
Nz. En realidad las disoluciones de nitrito son inestables, pero se descomponen
solo de manera lenta.

Los estados de oxidacién estables del nitrogeno dentro de los limites de

estabilidad del agua, son los correspondientes al nitrata, N; y al amoniaco.
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En la figura 1.4.2 se muestran sus reiaciones de oxidacion y reduccion,
La zona de estabilidad esta dominada por el Nj. El nitrato es estable solo a
condiciones oxidantes a un pH > 3. El amoniaco es estable solo en condiciones
reductoras. Las zonas de estabilidad de! NOs y del NHi, depende de la
concentracion y se incrementan levemente a! disminuir las concentraciones de
la disolucién correspondiente.

El nitrito y el oOxido nitroso pueden estar presentes solo en
concentraciones muy bajas en el equilibrio. Concentraciones mas altas de
estos compuestos {y de NO, NOz ", NCQ,) son inestables, es decir, tenderédn a
convertirse en NH,* . N, o NOy~ (18).
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1.6 LOS NITRATOS EN EL MEDIO AMBIENTE

El agua potable es una primera opcién para consumo de nitratos, ciertas
aguas de aduccidn presentan contenides en nitratos altos. Estos nitratos
provienen principalmente de Ila agroquimica, los abonos nitrogenados
constituyen un factor clave de la produccién agricola, permitiendo al mismo
tiempo evaluaciones de los rendimientos por unidad de superficie o la
posibilidad de crecimiento de especies seleccionadas de alto rendimiento (19).

Bajo condiciones favorables de crecimiento, el nitrogeno que entra en la

raiz como nitrato (NO3) © amonio (NH;") es pronto convertido a algdn
aminoacido que son los principales constituyentes de proteinas.
Los nitratos no son normalmente acumulados en ‘tejidos de plantas excepto
bajo condiciones de estrés tal como tiempeo nublado, sequia y escasez de
nutrientes (excepto nitrogeno), donde se acumularian, especialmente en ia
porcion del tallo, en niveles que son tdxicos para el ganada (20).

Ei tracto digestivo humano es incapaz de utilizar alguno de los iones
basicos -hitrato, nitrito © amonio-. Esta capacidad esta fimitada a las plantas
inferiores, especiaimente bacterias. Dichas bacterias pasan al tracto digestivo
de rumiantes, de este modo estos pueden utilizar los iones individuales y
también la urea (20).

El agua supefficial contiene solo pequefas cantidades de nitratos porque
los sistemas son siempre marginalmente deficientes en nitrégeno disponible.
Histéricamente el hombre ha aumentado el contenido de nitratos en agua
superficial por destruccién de la vegetacion, cultive de suelo y mas
recientemente por adicionar fertilizantes que contengan nitrégena.

La primera preocupacion por el nitrdgeno como factor ambiental estuvo
enfocado al riesgo en la salud por exceso de nitratos en el agua potable. Los
nitratos son encontrados en cantidades variables en muchos alimentos, aunque

la mayor parte se encuentran en agua potable y en lagos (20).
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1.7 EFECTOS FISIOPATOLOGICOS
1.7.1 NITRATOS

Los nitratos se consideran no tdxicos, se ha comprobadc por medio de
animales de labaoratorio que pueden ingerir cronicamente dosis elevadas de
nitratos sin sufrir dafios importantes. El Gnico sintoma caracteristico es su
caracter diurético. El modo de accion diurético es de tipo osmdtico: el idn nitrato
desplaza una importante fraccion de ion cloruro y provoca paralelamente una
importante pérdida de sodio, y por lo tanto de agua; los cationes empleadas
(K* y Na®} participan también en esta accidn diurética, determinando también
una excresion incrementada de sodio y de agua. Actualmente, el nitrato de
potasio se utiliza en terapéutica para combatir las alteraciones debidas a una
hipocalcemia; el ion nitrato, asociado al ion potasio, induce diuresis y elimina
las carencias potasicas.

Sdlo en dos condiciones podemos tener una toxicidad por nitratos: en
primer lugar si tiene una ingestion realmerte masiva de estos compuestos y en
segundo lugar si los nitratos se transforman en nitritos por la microflora
digestiva.

IriQérinios esencialmente nitratos y cantidades traza de nitritos, en una
alimentacion equilibrada, su ingestion en forma de aditivos alimentarios es
relativamente puntual: embutidos, etc. La ingestion potencial principal de
nitratos es debida, principalmente, a las verduras, mas que al agua potable
(19).

Se ha considerado que el nivel tolerable de nitratos contenidos en agua
potable, esta directamente relacionado a la cantidad de agua consumida.

El nitrato es totalmente reducido por microorganismos y absorbido como
nitrito. La dosis letal de N-NQjs para humanos es cerca de 20 mg/kg. Una
quinta parte de la dosis letal es la maxima cantidad diaria de N-NO; que

puede ser tolerada sin causar sintomas toxicos {20).

L
ta
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1.8 NITRITOS

Los dos efectos mas conocidos producidos por los nitritos son [a
metahemoglobinemia y la formacién de compuestos cancerigenos, [as
nitrosaminas.

1.8.1 Metahemoglobinemia

La metahemoglobinemia constituye el efecto directo mas grave.

La importancia vital de la hemoglobina es bien conocida; representa un
modelo molecular ideal, es una heteroproteina eritrocitaria, formada por una
parte proteica, la globulina (con 4 cadenas de composicidén variable, estas
distintas cadenas caracterizan las diversas hemoglobinas} y de un grupo
prostético, el grupo hemo. Para que la hemoglobina pueda desarrollar su
funcién vital como pigmento respiratoric (es decir, siguiendo el ritmo
permanente de ventilacion pulmonar, fijar el oxigeno atmosférico y cederlo
posteriormente a los tejidos, con la correspondiente pérdida de anhidrido
carbonico), el hierro del grupo hemo debe estar obligatoriamente en estado
ferroso (Fe™ ).

La metahemoglobinemia puede definirse como una acumulacion
anormal, en el gldébulo rojo, de metahemoglobina, una forma de hemoglobina

4

no funcional, con el hierro del hemo en estado férrico (Fe™ ). Esta forma
oxidada es reversible; en el hombre, en condiciones normales, hay
aproximadamente un 0.8% de hemoglobina total en forma de
metahemoglobina. Esta metahemoglobina se forma espontaneamente, los
mecanismos que la originan son poco conocidos; probablemente deriva de
fenémenos complejos de autooxidacion y sus niveles se estabilizan gracias a
sistemas enzimaticos reductores contenidos en los eritrocitos.

Podemos distinguir varios tipos de metahemoglobinemia. Las formas
mas graves son de tipo molecular: provienen de una conformacion anormal de
una de las cadenas proteicas de la globina o de una deficiencia de los sistemas
enzimaticos eritrocitarios de proteccion. Puede ocurnir también que estos
ultimos sistemas estén saturados por ia accion de agentes toxicos que oxidan
el hierro del hemo.
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Los nitritos son un ejemplo de venenos metahemoglobinizantes, entre
otros posibles toxicos como anilinas, derivados aromaticos nitrosados,
medicamentos (fenacetina, nitrito de amilo, trinitina, ete)). También aqui
observamos que solo los nitritos son agentes methemoglobinizantes directos;
los nitratos son agentes indirectos, necesitan una previa reduccion a nitritos.

Se han observado varios casos de metahemoglobinemias por nitritos en
diversas condiciones:

- sobredosis en los embutidos,
- ingestién accidental, en alimentos y bebidas contaminadas.

En la ingestion anormal de nitratos también se han detectado numerosos
ejemplos:

- por ingestibn de verduras (espinacas, zanahorias, etc.), o de aguas
excesivamente ricas en nitratos,

- por sobredosis de medicamentos de nitrato de potasio o de subnitrato de
bismuto, con [a presencia subyacente de una flora reductora nitritdgena activa,
&n los alimentos, en el agua potable o en el tubo digestivo.

La sintomatologia tiene como rasgo caracteristico la ciancsis, que se
hace perceptibie cuando fa metahemoglobinemia excede aproximadamente el
10% de la poblacion de gldbulos rojos. La coloracion de la piel y mucosas,
especialmente en la cara y en las extremidades, toma matices grisaceas cue
se vuelven negruzcos en las formas avanzadas. Cuande la
metahemoglobinemia sobrepasa el 20% aparecen los signos clinicos efectivos:
cefaleas, vértigos, polipneas, taquicardia, astenia general. Por encima del 60%,
se presentan alleraciones del conocimiento junio con diversos signos
neurolégicos: rigidez, curvaturas, sindrome piramidal, alteraciones oculares,
etc. Por encima del 70%, la intoxicacion puede resultar mortal,

En las formas leves o moderadas se administran dosis elevadas de
acido ascorbico (1-4 g por via intravenosa). En los casos limite, donde el
tratamiento con acido ascorbico es insuficiente, se administra lentamente, por

via intravenosa, azul de metileno.
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Los casos mortales de metahemoglobinemia son relativamente raros en
el hombre, por tres razones esenciales: primero, la acidez gastrica fimita la
actividad reductora de la flora estomacal, lo gque permite una importante
absorcion de los nitratos; por otro lado, los nitritos pueden oxidarse a nitratos,
por ejemplo, por la accidon de catalasas asociadas a la xantina oxidasa;
finalmente existe en el organismo, tres sistemas enzimaticos de reduccion que
regeneran Ja hemoglobina a partir de la metahemoglobina, los tres se localizan

en los eritrocitos y funcionan con cofactores reducidos de NAD o NADP (19).
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1.9 METODOS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION DE
NITRATOS Y NITRITOS

1.9.1 Determinacion por Cromatografia de Liquidos de Alta Presion, en
modo de Cromatografia de iones {HPLC, por sus siglas en inglés).

La Cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e identificar
los componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La muestra es
distribuida entre dos fases, una estacionaria y otra movil, de tal forma que cada
una de los compaonentes de fa mezcla es selectivamente retenidg por ia fase
estacionaria (21).

Por medio de esta técnica se han hecho determinaciones simultaneas de
nitratos y nitritos, mediante un intercambio anidnico usando columnas como
Partisil SAX, y como fase mévil un buffer de acidc fosférico-ortofosfato
potasico 0.030 M y un pH de 3.5 y con un deteclor de UitraVioleta Visibie (UV-
VIS).

En este caso se han obtenido limites de deteccion de 0.2 ng para
nitratos y 0.1 ng para nitritos. La reproducibilidad de! método, calculado como
desviacion estandar relativa en el rango optimo es menor al 2% para nitratos y
5% para nitritos (22).

Si se hace una comparacion entre las diferencias que existen entre esta
técnica con la tecnica del FIA, se puede observar que la principal diferencia es
el fundamento de la técnica ya que en el HPLC siempre hay una interfase que
logra la separacion de una mezcla de sustancias que pasan por una columna,
en FIA esta situacion no es la normal; otra diferencia es la presidén, en FlA la
presiéon es baja mientras que en HPLC la bomba (generalmente de doble
piston) debe imprimir una presion alta para vencer [a resistencia hidrodinamica
de la columna cromatografica rellena de un material finamente dividido para
aumentar |a eficacia del proceso, A pesar de que se han desarroliado métodos
FIA usando los componentes del HPLC, los sistemas FIA ordinarios son mucho

mas simples al no tener que estar disefiados para resistir altas presiones.
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1.9.2 Determinaciones por Ensayos Enzimaticos

También existen determinaciones a partir de ensayos enzimaticos, estos
procedimientos resultan ser también costosos y muy delicados ya que las
enzimas que se usan en ellos necesitan de un cuidado especial. Ademas de
que se necesitan condiciones especiales, como lo son la temperatura, el pH,
etc.

En este caso el principio del ensayo es mediante una reduccién de
nitratos a nitritos usando a la enzima nitrato reductasa; la reaccion es la

siguiente;

B-NADPH + Nitrato Nitrato' B-NADP + Nitrito + H,0
Reductasa

Donde:
B-NADPH= p-Nicotinamida Dinucledtido Fosfato Adenina
forma reducida.
B-NADP= p- Nicotinamida Dinucledtido Fosfato Adenina

forma oxidada.

Condiciones: Temperatura=25C, pH=7.5, Longitud de Onda=340 nm,
Paso Optico= 1 cm  (23).

1.8.3 Determinacion Espectrofotometrica
a) Preparacion de la sal de diazonio.

Cuando se trata una amina primaria, disuelta o suspendida en un dcido
mineral acuoso con nitrito de sodio, se genera una sal de diazonio. Puesto que
éstas se descomponen lentamente, adn a {emperaturas de un bano de hielo,
sus soluciones, una vez preparadas, se emplean de inmed:ato.

Frio
Ar — NH; + NaNQ, + 2HX —P Ar— N=N."X"+ NaX + 2H,0
Sal de Diazonio

Tas
~a
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Las sales de diazonio dan lugar a un gran nimero de reacciones y
pueden agruparse en dos clases reemplazo, en la que se pierde nitrogeno
como Nz ¥ en su lugar queda otro atomo o grupo. y copulacién, en ia que el
nitrégeno queda retenido.

Las sales de diazonio son valiosas en sintesis, no sélo porque dan
tantos tipos de compuestos, sino también porque pueden prepararse con cast
todas las aminas primarias aromaticas. Las aminas de las que se preparan
sales de diazonio se obtienen sin problemas a partir de los correspondientes
nitrocompuestos, que se preparan, a su vez, por nitracion directa (24).

El proceso de formacidn de las sales de diazonio es llamado
diazotizacidn y fue descubierto por P. Griess en 1858. Las sales de diazonio
sblidas son cristalinas e incoloras aunque se oscurecen en contacto con el
aire. Se trata de sustancias inestables que pueden explotar cuando se
calientan o al estar sujetas a choques mecanicos, por lo que su elaboracidn
puede ser peligrosa; ademas de que sus disoluciones se descomponen con
produccion de nitrégeno cuando se permite que se encuentren a temperatura
ambiente. La mayoria de las sales de diazonic son solubles en agua y
usualmente se preparan en disoluciones dcidas utifizandose sin ser purificadas
previamente, Si se desea almacenar, se debe realizar bajo condiciones
especiales ya que son sensibles a la luz . En este trabajo a partir de esta

metodologia, se puso a punto la determinacion de NOy' y NOj' por FIA (23).

b) Formacion del compuesto Azoico.

En condiciones apropiadas, las sales de diazonio pueden reaccionar con
ciertos compuestos aromaticos para dar productos de férmula general:
Ar-N=N-Ar", llamados azocompuestos. En asta reacciéon, conocida como
copulacién, se retiene el grupo diazeonio en el producto, al contrario que en las

reacciones de reemplazo, donde se pierde el nitrégeno.

ArNst + ArH-* Ar N=N-Ar + H'

Un azocompuesto
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En general, el anille aromatico (Ar'H) que sufre el ataque del ion
diazonio debe contener un grupo de fuerte tendencia a liberar electrones:
normatmente estos son -OH, -NR;, -NHR o -NH..

Por lo comun, la sustitucién se realiza en la paosicion “Para” con respecto
al grupo activante. La copulacién con fenoles se hace en medio
moderadamente alcalino, mientras que ccn aminas se hace en ambiente
ligeramente acido.

Tanto por activacion mediante grupos que liberan electrones, como las
pruebas apoitadas por estudios cinéticos, indican que esta reaccidn de
copulacién es una sustitucion electrofilica aromatica, donde el ion diazonio es

el reactivo atacante:

¢ G G
©+m,+__, _,@+H-
H™ "N=N—Ar Ne=N—Ar

Es significativo que las compuestos aromaticos que sufren la copulacion
son los mismos que se nitrosan. E! ion diazonio es, sin duda, muy débilmente
electrofilico (ArNz"), como lo es el ion nitrosonio, "NO, de modo que sélo puede
atacar anillos muy reactivos (24).
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CAPITULO 1I

DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 FUNDAMENTO DE LA REACCION

E! nitratc se reduce cuantitativamente a nitrite por medic de una
columna empacada con cadmio cuperizado. El nitrito formado reacciona con la
sulfanilamida (CeH;N.,0,5 P.M.172.21) para formar la sai de diazonio,
subsecuentemente reacciona con el Clorhidrate de N-1-Naftiletilendiamina
(C,;H,N,.2HCI P.M. 259.18) para formar el azo compuesioc que se mide
espectrofotométricamente a 540 nm. Para la determinacién de nitritos se
introduce la muestra a la configuracidn FlA sin pasar por la columna de cadmio

cuperizado. L.as reacciones se deben llevar a cabo a un pH mayor a 2.0.
REACCIONES:
REACCION DE REDUCCION DE NITRATOS (NO,;):

Cu’+ NO, + 2H" + Y* & CuY?” + NO, + H,0 K=10"7

FORMACION DE LA SAL DE DIAZONIO

SO2NH3 SOINH3
#2HY £ NG + 2H30
NH2 2+
Sulfanilamida Sal de Diazonio

40
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FORMACION DEL COMPUESTO AZOICO:

SOaNHp NH-CH-CHa-NH NH-CH-CHy-NH2

Q0 — Q0
2+
N N=—=N @SOJNH

Clorhidato de
N-1-naftiletilendiamina

Azo-Compuesto color violeta
540 nm

41
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2.2 METODOLOGIA

2.21 REACTIVOS
Todos los reactivos usados en este trabajo, fueron grado analitico. A

conlinuacion se hace mencion de las marcas de cada reactivo, como también

el numero de lote de cada uno de elios:

« Cloruro de Amonio (NH,Cl). Merck, No. de Lote: 311251, R.A. 99.8%.

« Acido Etilendiaminotetracético (EDTA) (C,,H,sN,0,). Técnica Quimica. No.
de Lote: 01127 A. 99.4-100.6%.

« Sulfanilamida (C;H;N,O,S). Aldrich. Nc. de Lote: EZ 02114 CY. 99%.

« Clorhidrato de N-1-naftiletiendiamina (NED) (C,,H, N, 2HC. J.T. Baker.
No. de Lote: E 44721, 98.2%.

+ Acido fosforico (M,PO,). Merck.

s Nitrito de sodio (NaNQ,}. Sigma. No. de Lote: B4HD456. 64%.

+ Nitrato de sodio (NaNQ,}. J.T. Baker. No. de Lote: M-21344. 99.62%.

+ Cadmio granulado. Fluka AG.

« Acido clorhidrico (HCI). J.T. Baker. No. de iote:F31454.

¢ Sulfato de Cobre (CuSO,.5H,0). J.T. Baker. No. de Lote: H16720. 99.8%.

+ Hidréxida de Sodic (NaOH). J.T. Baker. No. de Lote; 40254 88.0%.

2.2.1.1 DISOLUCION AMORTIGUADCRA (NH,CVEDTA pH 8.5):

Se pesaron aproximadamente y con precision 21.25 g de NH,Cl en un
vaso de precipitados de 250 miL, por separado se pesaron aproximadamente y
con precision 0.025 g de EDTA . Una vez pesadas ambos reactivos, se
mezclaron y disolvieron en aproximadamente 150 mL de agua destilada. Se
ajustd el pH a 85 con NaOH. Se transfirid fa disolucion a un matraz
volumétrico de 250 mL y se aford con agua destilada. Se guardo el buffer en
un frasco de pldstico a temperatura ambiente, el reactivo dura en estas

condiciones aproximadamente tres semanas.
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2.2.1.2 REACTIVO PARA DESARROLLO DE COLOR:

Se pesé aproximadamente y con precision 1.0 g de Sulfanilamida en un
vaso de precipitados de 150 mL, por separado se pesd aproximadamente y
con precision 0.5 g de NED. Por otro lado en un matraz volumétrico de 250 mL,
se adiciond aproximadamente 50 mL de agua destilada y después se adiciondé
cuidadosamente 25 mL de H,PO,. Una vez pesados los reactivos se mezclaron
y se disolvieron perfectamente con la disolucion de H,PO,. Se afordé con agua
destilada. Se guardé el reactivo de color en un frasco ambar a temperatura
ambiente, el reactivo dura aproximadamente en estas condiciones dos

semanas.

2.2.2 CUPERIZACION DE LA COLUMNA

Para la cuperizacion de la columna se realizaron los siguientes pasas,
segun lo estabiecido en el American Society for Testing and Materials {ASTM,
por sus siglas en inglés): (26)

1.- Se tamizaron algunos granulos de cadmio en una malla 40-60 pm,
esto con |a finalidad de homogeneizar el tamafo del granulo utilizando los de Ia
partte de armiba de! tamiz, procurando que este tamarfio quedara bien
incorporado en el diametro (0.3 mm) de la columna,

2.- Una vez que se seleccionaron los granulos de la malla, se pesaron
10 g en un vaso de precipitados.

3.- Posteriormente los granulos de cadmic se lavaron con &cido
clorhidrico diluide (HCI 1:1), varias veces vy finalmente con agua destilada se
quitd el exceso de acido, este procedimiento se realizd hasta que los granulos
se observaran de color gris plata.

4 - Se prepar6 la disolucién cuperizante formada por sulfato de cobre
{CuSQ4 5H,0), 0.008M, disuelto en una disoiucion de EDTA 0 1 M.

13
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5.- La disolucién cuperizante, se agregd a los granulos de cadmio en
varias porciones. Se mantuvo en agitacion ligera hasta que desapareciera el
color azul de la diselucidn de sulfato de cobre, una vez incolora la disolucidon se
decantd y se adiciond otra porcién de aproximadamente 20 mi. Esto con la
finalidad de asegurar que queden los granulos cuperizados, esto se repite
varias veces, hasta que los granulos de cadmio gueden color café rojizo, lo
cual nos indica que el Cadmio ha quedado bien cuperizado, para asegurar este
color se utilizé un volumen aproximado de 250 mL de Ia disolucion cuperizante.

6.- Una vez cuperizado el cadmio, se decanto la disolucidn cuperizante
de los granulos de cadmio y se lavaron varias veces con agua destilada para
remaver el precipitado de cobre que se formd,

7.- Los granulos de cadmio cuperizado se guardaron en un buffer de
EDTA/NH,C! pH 8.5, en refrigeracion hasta ser utilizados.

B.- El cadmio cuperizado se empacd en una columna de 0.3 mm de
diametro interno y una longitud de 10.0 cm, en los extremos de [a columna se
colocaron unos filtros de lana de vidrio, para evitar que se saliera el Cadmio,

para posteriormente ser incorporado en el sisterma FIA,

2.2.3 CONFIGURACION

La configuracion propuesta para la determinacion de N-NO,; y N-NOy +
N-NO, se muestra en la figura 2.2.3.1.

Se inyectan 100 pL de muestra en un portador de agua deslilada qgue
posteriormente confluye con el buffer. Subsecuentemente reacciona con el
reactivo de desarroilo de color donde se forma el compuesto azoico, para llegar
al detector y ser medido espectrofotométricamente a 540 nm.

Cabe sefalar que cuando se hace la determinacién para N-NO, no es
necesario poner 1a columna de cadmio cuperizado, pero para el caso de la
determinacion de N-NO, + N-NO;, si es necesario cclocara porque de esta

forma se obtiene la reduccion de nitratos a nitritos. La configuracidn no cambia,
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solo hay que poner o quitar la columna de cadmio cuperizade seg(n la

determinacion que se vaya a realizar.

Muestra
l Columna de Cadmio
Agua
@_—1 e 540nm
Buff H 8.5
uffer p Vi
NED
Sulfanilamida /
B8
B: Bomba peristaltica Buffer: NH,CI/EDTApPH 8.5
Vi Valvula de Inyeccion NED: Clorhidrate de N-1-paftiletilendiamina
(100 pl)
d: desecho

Figura 2.2.3.1 Configuracion FIA para ia de terminacion de N-NO, ¥

N-NO, + N-NO,.

Basandonos en la configuracion de la figura 2.2.3.1, se construye la

configuracién mostrada en la figura 2.2.3.2, para el equipo FIA automatizado.
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.

Bomba (miimin)
540
L] \Z/
nardnar.
4’Dcsecho
(049 Cartucho An3kitico
1 TTPPS R
Color b!mofblwo' E
(0.56) ‘ ? E
:
ted 3 "4
rerdelverde ’Demﬁo '
{157) :
[ N W
Muestra Deseche
] Colamny
Cd-Cuperizade
Forador] oo inar. : E
{049 Portador MProb.
Buffer ] verdelverde ' Vilvuta dt Inyecrion 7 “"-’-":
(157) B .|
i
H
g frreepod

NOTA: LOS COLORES QUE SE MENCIONAN CORRESPONDEN AL DIAMETRO INTERNO
DE LOS TUBOS QUE SE UTILIZARON CON ESTA CONFIGURACION.

Figura 2.2.3.2 Diagrama de la configuracion en et equipo automatizado

FIA, para la determinacién de nitratos y nitritos.
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2.2.4 CONDICIONES OPTIMAS DE ANALISIS
CAUDAL: 0.41 mL/min.
VOLUMEN DE INYECGION: 100 pt.
LONGITUD DE LA COLUMNA: 10 ¢,
CONCENTRACION DEL BUFFER:
Cloruro de Amoenio: 1.58 M.
EDTA: 0.0003 M.
pH: 8.5
CONCENTRACION DEL REACTIVO DE COLOR:
Sulfanilamida: 0.023 M.
NED: C.008 M.
LONGITUD DE ONDA: 540 nm.

2.2.5 MUESTRAS Y ESTANDARES
2.2.5.1 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras a analizar, se recolectaron de varias delegaciones de !a
Ciudad de México, se muestred en Colonia Tepepan y Barrio San Pedro,
ambos de la Delegacion Xochimilco; Colonia Fedregal de San Nicolas de la
Delegacion Tlalpan; Colonia Condesa de la Delegacion Cuauhtéemoc; Colonia
San Angel de la Delegacién Coyoacan, de la Planta de Tratamiento de Agua,
de la UNAM. También se analizaron muestras recolectadas en diferentes
puntos del ric Texcaliacac ubicado en el Estado de México.

La recoleccion de las muestras se hizo en frascos de plastico de 100 mL
cada uno, cada muestra se tomd por duplicado y se tomaron a partir del agua
de Tinaco y del agua del Grifo. Para la toma de las muestras se dejo correr un
poco de agua, después se enjuagd el envase con el agua que se va a
muestrear y posteriormente se llend el frasco teniendo cuidando que el frasco
no se contaminara, estas muestras se guardaron en refrigeracion, no mas de

48 horas (27).
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En cuanto al agua de la Planta de Tratamiento, las muestras se
recolectaron en frascos de 500 mb, tanto el agua residual como el agua
tratada, es decir tal y como llega el agua a la Planta y una vez que ha llevado a
cabo todo el proceso de tratamiento hasta la cloracion. Estas muestras antes
de ser analizadas se filtraron varias veces por medio de filtracion rapida,
utilizando inicialmente papel filtro de poro grande, después un poro mas
cerrado, hasta llegar a una filtracién con Millipore de 25 p, ya que tenian
mucha materia suspendida, principalmente el agua residual, estas muestras se
guardaron también en refrigeracion, no mds de 48 horas.

En cuanto a las muestras del ric Texcaliacac, estas se muestrearon de
la desembocadura del rio Texcaliacac y comienzo del rio Lerma Santiago.

Se midid el pH de todas las muestras una vez listas para ser analizadas.

Se debe hacer notar que las muestras se analizaron, para el caso de
nitritos, dentro de las primeras 24 horas, ya que los nitritos no son estables
mas de este tiempo. Con lo referente a los nitratos, estos pueden analizarse

hasta 48 horas despues de la toma de la muestra (28).

2.2.5.2 ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION PARA
N-NQ, ¥ N-NOy
NITRITOS:

Partiendo de una disolucion Madre de 1000.0 ppm de nitrito de sodio
{NaNOQ,), (se pesaron aproximadamente y con precision 0.4930 g de NaNO, y
se aford en un matraz volumétrico a 100 mbL con agua destilada), de esta
disolucion se tomo6 1.0 mL y se aford en un matraz volumeétrico a 100 mlL con
agua destilada, para tener una concentracién de la disolucion Madre de 10.0
ppm de NaNQ, de la cual se hicieron los estandares correspondientes para la

curva de calibracion.
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Para la determinacion de N-NO, se prepard la curva de calibracion,
utilizando estandares de concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 3.0, 5.0, 7.0

y 10.0 ppm, usande material volumeétrico calibrado.

NITRATOS:

A partir de una solucidon Madre de 1000.0 ppm de nitrato de sodio
{NaNQ,) (se pesaron aproximadamente y con precision 0.6070 g de NaNO,y
aforando en un matraz volumétrico a 100.0 mL con agua destilada), de aqui se
tomé 1.0 mL con pipeta volumétrica y se aford en un matraz volumétrico a
100.0 mL con agua destilada, para tener una concentracién final de 10.0 ppm
de NaNQ, , a partir de ésta se prepararon los estandares de la curva de
calibracion.

Los estandares de la curva de calibracion para el caso de N-NOy, fueron
de 0.2, 0.4, 06, 0.8, 1.0, 1.2, 2.0, 3.0, 5.0, 70 y 10.0 ppm, usando material

volumeétrico calibrado.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 OPTIMIZACION DE LA COLUMNA DE CADMIO CUPERIZADO

REACCION DE CUPERIZACION:
Cd°+CuY?® o CdYZ+Cu° K=10 266

3.1.1 Optimizacién de la columna de Cadmio cuperizado:

La columna se empacd de acuerdo a las especificaciones del manual del
equipo automatizado. En esta metodologia, se enunciaba el siguiente
procedimiento;

1) Pesar aproximadamente 10 g de granulos de cadmio.

2) Lavar los granulos de cadmio mediante agitacién con acido clorhidrico 0.5 N,
varias veces.

3) Enjuagar los grénulos con agua destilada, varias veces.

4) Una vez limpios los granulos agitar en una disolucion de sulfato de cobre al
2%, con dos porciones de 50 ml. cada una. Agitar hasta que la disolucion de
cobre azu) se decolore, decantar y repetir con la siguiente porcian.

5) Lavar e! cadmio cuperizado con mucho cuidado, evitando agitarlo
fuertemente, con agua destilada para remover todo el precipitado de cobre que
pudoe haber gquedado.

6) Colocar los granulos de cadmio cuperizado en un buffer de NH,CI/EDTA pH
B.5.

la columna de cadmio cuperizado tiene una duracidon de
aproximadamente siete meses, ya que se pudo observar que al cabo de este

tiempo la reduccion de N-NO, a N-NO, ya no es tan eficiente.
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Esto se puede apreciar en los fiagramas, pues empieza a haber cambios como
son: el ancho de los picos es mas grande, la dispersion aumenta, el coeficiente
de correlacion disminuye y por lo tanto ia linealidad de la curva de calibracion se

va perdiendo.

3.1.2 Condiciones iniciales:

Cabe mencionar que se tuvieron que cambiar las condiciones iniciales
para la cuperizacién del cadmio, descritos en el manual del Equipo
Automatizado.

Cuando se tratd de cuperizar por primera vez el cadmio, nos dimos
cuenta que realmente no se estaba cuperizando, ocasionando la formacién de
cobre metalico lo cual era visible por la presencia de un polvo café.

intcialmente la disolucion de sulfato de cobre se preparaba con agua

destilada Gnicamente, ccasionando la formacién de cobire metalico el cual no
recubria los granulos de cadmio.
Para evitar esto, lo que se hizo fue preparar la disolucion de sulfato de cobre
con una disolucion de EDTA 0.1 M (segun lo establecido en la AS‘fM) '(26), en
lugar de prepararla con agua destilada, esto es con la finalidad de complejar al
cobre y asi evitar que este ion metalico precipite.

El aspecto final de los granulos ya cuperizados es de color café-rojizo, ios

cuales se guardan en buffer de NH,CVEDTA pH 8.5.

3.1.3 Determinacidén de la eficiencia de la columna:

Para determinar la eficiencia de la columna se hizo pasar un estandar de
N-NO,; de 1.0 ppm, por la configuracién que contiene la columna de cadmio
cuperizado, para que la muestra sufra la misma dispersion gue cuando se

determine N-NQO, con la misma concentracion, el fiagrama 3.1.3.1 nos muestra
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cdmo se registra la sefal cuando ef estandar de N-NO,; no pasa por la

columna.

La eficiencia se calcula con la siguiente formula:

b neney
X100
h N-ND,

La eficiencia de la columna una vez que se volvid a cuperizar, fue de 98.9%. Lo

cual se registrd en el fiagrama 3.1.3.2.

En ef fiagrama No.3.1.3.3 se muestra la reduccién de N-NO, a N-NO;
cuando se probd una columna que tenia 7 meses en uso continuo.

En este fiagrama se observa la variabilidad en la altura de los picos, que
se esperaba fueran parecidos, pues para N-NO; y N-NO; se utilizé la misma
concentracién la cual fue de 1.0 ppm, por esta razén se tomd la decision de
volver a cuperizar el cadmio. Pues se pudo comprobar que [a eficiencia no era
buena. .

Haciendo una comparacion entre 'os fiagramas 3.1.3.1 y &! 3.1.3.2 se
puede decir que existe mucha semejanza entre ellos que finalmente era lo que
esperabamos ya que si en el estandar sélo hay nitritos entonces al hacerlos
pasar por la columna debemos obtener la misma absorbancia pues estos no
estan sufriendo ninguna reduccion. Los picos de ambos fiagramas nos
muestran que tienen una absorbancia de 4.8X10" pAU; ya sea cuando el
estandar pasa o no por la columna de cadmio cuperizado, y esto nos indica que
vamos a tener una buena reduccion cuando deseemos conocer la cantidad de

nitratos.
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* 000

# 000!

5.000!

» 000!

ABSORBANCIA {nAU) (x10°0%

o]

N-NO,
1.0 ppm
In\
“:
.
O\
>R A aen 130 M a7 asa
TIEMPO (seypundos)

NOTA: Como se puede observar en este fiagrama la altura de los pitos tienen una absorbancia
de 4.8X10* pAU, para un estandar de 1.0 ppm de N-NO, sin pasar por fa columna

FIAGRAMA 3.1.3.1 Estandar de 1.0 ppm de N-NO, sin pasar porla

columna.
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© ooo!

vome N-NO,
" 1.0 ppm
’é“ 3 00
e
x
T 4600
%
T
T 2000
H
2
2 sem
-
o
1 000
0. 000
1.000]
T % 7 = o ke ' 300 s5a o 3

TIEMPO {S1gundot)

NOTA: Como se puede observar en este fiagrama la aftura de los picos tienen una absorbancia
de 4.8X10* wAU, para un estandar de 1.0 ppm de N-NO, cuando pasa por ia celurmna

FIAGRAMA 3.1.3.2 Eficiencia de fa columna una vez que se volvié a

cuperizar ¢l cadmio (98.9%).
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ABSORBANCIA [AU] (x107)

e o Py ey = = e
TIEMPQO [segundos)

NOTA: El papel de este fiagrama es diferente a los demas debida a que es el unico que nos
demuestra esta variabilidad en la reduccién de N-NO; a N-NOy'

FIAGRAMA 3.1.3.3 Reduccién de N-NO; a N-NO, cuando se probé una

columna que tenia 7 meses en uso continuo, (Eficiencia 70.5%)
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3.1.4 Comprobacion de la reduccion de N-NO, a N-NO, en el
intervalio lineal de 0.1 a 10.0 ppm

Se prepararon mezclas de diferentes proporciones de N-NO,; y N-NO,
para !legar a una concentracion final de 1.0 ppm y otra para tener una
concentracion final de 5.0 ppm. Se realizaron por triplicado. Esto con la finalidad
de comprobar que la columna de cadmio cuperizado efectivamente tiene la

misma eficiencia a lo largo de todo el intervalo lineal de medicion.
{.as proporciones utilizadas fueron las siguientes:

Para el caso de 1.0 ppm:

N-NO, | 0.9 08 0.7 06 | 05 04 0.3 02 0.1

(ppm])
N-NO, | 0.1 02 03 |04 | 05 ! 08 | 07 0.8 0.9

(ppm)

N-NO, | 1.0 1.0 1.0 10 : 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
+

N-NO, _
(ppm) |

Los resultados que se obtuvieron para estas primeras mezc¢las de N-NO;’
y N-NO,, se muestran en la tabla 3.1.4.1.en esta tabla se enlistan las
concentraciones obtenidas dentro del intervalo lineal, de 0.1 ppm a 3.0 ppm,

como también el intervalo de confianza para cada uno de los puntos.
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CONCENTRACION DE N-NO, + N-NO,"

{(ppm)}

INTERVALC DE

CONFIANZA

CONC. PROMEDIO s S INTERVALQ
CONg[iNZA

0.9108, 0.89122, 0.9194 0.9194 |4.578X10°| 2.643X107 | 0.9194+0.007
0.8866, 0.8917, 0.9086 0.8960 0.0121 |6.986X10° | 0.8960+0.019
0.9663, 0.9659, 0.9639 0.9654 1.286X107( 7.425X10* | 0.9654+0.002
0.9151, 0.8983, 0.9166 0.9166 00101 1{5831X10° [ 0.916610.015
0.9292, 0.9102, 0.9267 0.9220 0.0103 | 5.947X10° | 0.9220+0.016
0.8160, 0.8975, 0.9040 0.9058 |9.385X10°; 5.418X10” | 0.9058+0.014
0.9291, 0.9186, 0.9345 0.9274 |8.085X10°| 4.668X107 | 0.9274+0.012
0.9036, 0.9022, 0.9055 0.9038 |1.656X107| 9.561X10° | 0.903810.004
0.9011, 0.9196, 0.9080 0.9096 |[9.349X10%| 5.398X10" | 0.909610.025

ERROR RELATIVO = 1.82%

INTERVALO DE CONFIANZA:

Sn =
X %

Datos de la regresion lineal:

s/v¥n
Snt

Y=A+B=*X
b= 1297.28
m=107734.52
r=0.9999

Donde: s = desviacion estandar
n = numero de muestras
X = promedio de (as muestras

1=t de student al 95%
s, = desviacion estandar de la muestra

Tabla 3.1.4.1 Concenfracién a partir de interpaliar {a altura de los picos en

la curva de calibracion de 0.1 ppm hasta 3.0 ppm.
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Para el caso de 5.0 ppm;

N-NO, | 40 [ 3.0 20 [ 10 49 | 48 | 02 [ 45 0.5
(ppm)
N-NO,; | 10 { 2.0 30 |40 01 | 49 | 438 05 4.5
(ppm)

- —
N-NO, | 5.0 | 5.0 50 | 50| 50 | 5.0 | 5.0 5.0 5.0
+
N-NO,
_{ppm)

Los resultados que se obtuvieron para las mezclas de N-NO, y N-NQ, |

se muestran en la tabla 3.1.4.2, en esta tabla se enlistan las concentraciones

obtenidas dentro del intervalo lineal, de 0.1 ppm a 7.0 ppm, como también el

intervalo de confianza para cada uno de los puntos.
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CONCENTRACION DE N-NO, + N-NO; INTERVALO DE
(ppm) CONFIANZA
CONC. PROMEDIO| s s . | INTERVALO DE |

| CONFIANZA
57662, 5.1754, 51564 | 51993 | 00587 | 00339 | 51993:0.100
5.1988, 525586, 5.1548 5.2031 00505 0.0291 52031+0.086
5.0989, 5.1689, 5.1547 51412 00364 0.0210 5.1412+0 0862
5.1301, 5.3048, 5.2213 5.2187 0.0874 0.0505 5.2187+0.149
50069, 5.1588, 5.2424 | 52004 | 00445 | 0.0257 5209410076
5.1699, 5.2285, 5.2425 5.2136 0.0385 0.0222 5.2136+0.066
5.4641, 54069, 5.4725 5.4478 0.0357 0.02086 5.4478+0.061
5,2066, 5.1536, 5.2771 52124 0.0820 0 0358 5.2124+0.106
5.3946, 54429, 5.3492 5.3956 0.0488 0.0270 5.3956+0.080
52042, 5.1801, 5.1398 5.1747 0.0325 i 0.0188 5.1747+0.056

ERROR RELATIVO = 1.76%

Datos de {a regresidn lineal:

Y=A+B+*X
b= 2987.75
m= 105153.19
r=0.9999
INTERVALO DE CONFIANZA:
s,=sf¥n Donde: s = desviacién estandar
X £ st n = numero de muestras

X = promedio de las muestras
! =t de student al 95%
s, = desviacion estandar de la muestra

Tabla 3.1.4.2 Concentracion a partir de interpolar la altura de los picos en

{a curva de calibracion de 0.1 ppm hasta 7.0 ppm.
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En estos resultados se puede observar que los intervalos de confianza
obtenidos para un caso y para ofro fueron buencs, los resultados son
confiables, y se encuentran dentro de los valores estimados que son 1.0 ppm y
5.00 ppm,

El error relativo para el caso de las mezclas de 1.0 ppm fue de 1.82%.y
para el caso de las mezclas de 5.0 ppm fue de 1,76%. De acuerdo al error
relativo encontrado para cada determinacion se puede observar que la de 1.0
ppm es mayor a la concentracién de 5.0 ppm, lo cual incica que a
concentraciones mayores la reduccion en la columna de cadmio cuperizado es
menoes reproducible.

Para hacer una prueba mas sobre la eficiencia de reduccion de la
columna se hizo una curva patrén de N-NO,, con concentraciones de 0.1, 0.3,
0.5, 0.7, 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 y 10.0 ppm; y otra con concentraciones de 0.1, 0.3,
0.5 07,10, 3.0, 50, 70 y 10.0 ppm de N-NO, , esto con la finalidad de
observar la reduccion de éstos. A continuacidon se muestra la tabla de estos

resultados, al igual que el fiagrama 3.1.4 3.

CONCENTRACION ESPERADA (ppm} CONCENTRAGION REAL {ppm) JE

N-NO; N-NO;

0.1 0.099 0098
03 0299 0376
05 0.498 0483
07 0697 G662
10 0998 0987
30 2 934 2885
50 4990 T 4864
70 5586 6687
0.0 : 9980 5726

* EN ESTA CONCENTRACION SE OBSERVA UNA REDUCCION DE LA COLUMNA DE 77 3%, POR LO
QUE LA EFICIENCIA DE LA MISMA SE VE DISMINUIDA A ALTAS CONCENTRACIONES
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B: es ja linea base, esta nos indica que cada 11 inyecciones que haga el equipo automatizado,
nos verificara la linea base.

NOTA: En este fiagrama se observa gque teniendo una concentracion de 10.0 ppm, la
reduccién de la columna es de 77.3%, como se muesira en el fiagrama.

FIAGRAMA 3.1.4.3. Eficiencia de reduccidn

En este caso se observa que los valores obtenidos de los nitratos es muy
similar a la obtenida de los nitritos, en las concentraciones que van de 0.1-7.0
ppm, ya que en estos casos existe mas semejanza en la altura de los picos. En
el caso de 10.0 ppm se tiene un 77.3% de reduccitn de la columna debido a
que es menos eficiente a concentraciones altas, en el caso de 5.0 ppm y 7.0
ppm se tiene un 90% de reduccidn pero este valor es todavia mas aceptable
que el correspondiente a 10.0 ppm, esto se puede observar de acuerdo a los

resultados que se muestran en el fiagrama 3.1.4.3.
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Una vez gue se comprobé que la eficiencia de la columna fue buena se
procedié a hacer las determinaciones de N-NO, y N-NO, + N-NG,, para la

validacion de los métedos y su cuantificacion en diferentes muestras.
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3.2 DETERMINACION DE N-NO;

3.2.1 Condiciones iniciales:

A partir de una disolucion Madre de 10.0 ppm de N-NJ, se prepararon
una serie de disoluciones estandar cuyo intervalo de concertracion se
encontraba entre 0.1y 10.0 ppm (0.10, 0.50, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 ppm) de N-NO;’
y se inyectaron por triplicado.

Cuando se hizo esta primer prueba, observamos que la linea base no
permanecia constante (Fiagrama 3.2.1-a) y que esto era debido a que el flujo
tampoco era constante. Como se puede observar en el Fiagrama 3.2.1-a, los
picos eran muy anchos, lo cual era debido también a io mismo y a que (a
dispersion al no tener el flujo adecuado aumentaba, por lo gue se tuvo que
ajustar la presién en los tubes de la bomba.

Una vez que se tuvo controlado el flujo, se afadieron mas puntos a la
curva de calibracion, quedande 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 y 10.0 ppm;
esto se hizo con la finalidad de asegurar una mejor linealidad en todo el
intervalo. En este caso se tenian valores del coeficiente de correlacion de
0.9999, v la ecuacidn de la rectafue Y=A+ B+ X El Fiagrama :;.2.1-b. nos
demuestra cémo se modificd el fiagrama una vez que se pudo optimizar las
condiciones del sistema FlA.

En lo que si se tuvo especial cuidado fue en la duracién del reactivo de
color, ya que este se descompone a la tercer semana de su preparacién, por lo
que se recomienda gue se prepare cada vez que se va a hacer la determinacion
y solo la cantidad necesaria.

En este primer caso no hubo necesidad de cambiar olras condiciones,
como son temperatura, volumen de inyeccion, reactores, etc.; las condiciones
en este caso fueron las mismas, y son las que se enlistan en la tabla 3.2.2.1.,

las cuales son las condiciones optimas para la determinacidon de N-NO,.



CAPITULO

Regresion Lineal:
f Y=A+B*X
_J A= 1926 63
“ B= 32054.35
- wo R=08983
é: FE -
:s:' Curva de Calibracidn
i N-NO; 50
9 1,300
< MUESTRAS
0. 3004 . | !
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B: es la linea base, esta nos indica que cada 11 inyecciones que haga ei equipQ automatizado.
nos verificara |a linea base.

Fiagrama 3.2.1-a Determinacién de N-NO, antes de |la optimizacion del

sistema FlA.
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Curva de Calibracién
N-NO»

50

ABSORBANCIA (WAU) (110°)

REGRESION LINEAL:
00 ¥Y=A+B X

= -5388.89086
B=44980.83002
R =0.99966

MUESTRAS

& 800

TIEMPO {segundos)

B: es la finea base, esta nos indica que cada 11 inyecciones que haga e! equipo automatizado,

nos verificara la linea hase.

Fiagrama 3.2.1-b Determinacién de N-NO, después de |la optimizacidn del

sistema FIA.
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CAPITULO I

3.2.2 Condiciones optimas:

Las condiciones optimas para realizar la determinacion de N-NO,; se
muestran en la tabla 3.2.2.1,

Tabla 3.2.2.1. Condiciones 6ptimas para |la determinacion de N-NO," .

PARAMETRO CONDICION
Flujo del portador {agua destilada) 0.41 mUmin
Flujo dei Buffer (EDTA/NH,CI pH 8.5) 1.56 mL/min
Flujo del Reactivo de color (NED-Sulfanilamida) 0.56 mUmin |
Volumen de Inyeccion 100 pL
Temperatura ambiente
Longitud de onda 540 nm
Intervalo de la curva de calibracion 0.1-10.0 ppm

Las concentraciones de! buffer y del reactivo de color se encuentran
especificadas en la metodologia.
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CAPITULO INI

3.3 DETERMINACION DE N-NOy

3.3.1 Condiciones iniciales:

A partir de una disolucion Madre de 10.0 ppm de N-NO, vy de otra
disolucion Madre de 10.0 ppm de N-NO, se prepararon una serie de
disoluciones estandar cuyo intervalo de concentracion se encontraba entre 0.1 y
10.0 ppm vy se inyectaron por triplicado dentro del sistema FIA.

Al principio se empezarcn a utilizar concentraciones de estandares para

la curva de calibracion como se indica en la siguiente tabla:

N-NO, (ppm} N-NO, {ppm) N-NO, + N-NO; (ppm)
0.05 0.05 0.10
0.15 0.15 0.30
0.25 0.25 0.50
0.35 0.35 0.70
0.50 0.50 1.00
1.50 1.50 3.00
-2.50 2.50 5.00
3.50 3.50 700
5.00 5.00 10.00

En esta primer prueba pudimos observar que el flujo no era constante ya
que los picos no eran reproducibles, ademas de que la dispersion también se
veia afectada. También pudo ser debido a que la columna de cadmio
cuperizado estaba recién empacada. Esto lo podermnos observar en el Fiagrama
3.3.1-a.

Después se afiadieron mds puntos a la curva de calibracion, para
verificar linealidad en todo el intervalo, quedando como se muestra en la

siguiente tabla.
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CAPITULO It

N-NO, (ppm) N-NO, {ppm) N-NO, + N-NO; (ppm)
0.10 0.10 0.20
0.20 0.20 0.40
0.30 0.30 0.60
0.40 0.40 0.80
0.50 0.50 1.00
0.60 0.60 1.20
1.00 1.00 2.00
1.50 1.50 3.00
250 2.50 5.00
3.50 3.50 7.00
5.00 5.00 10.00 ‘:

Por lo que respecta a esta determinacion, se debe tener cuidado con la
eficiencia de la columna, que como ya se dijo, su duracion es de
aproximadamente siete meses. En el siguiente punto se mencionan cuéles
fuercon los parametros que se optimizaron para este analisis.

El Fiagrama 3.3.1-b nos muestra como se observa este una vez
optimizadas las condiciones de analisis.

Las condiciones éptimas para la determinacidn de N-NO; se enlistan en
{fatabla 3.3.2.1.

En ellas podemos observar que el flujo del sisterna no se cambid, se dejo
el mismo que ya se especificd en la metodologia {0.41 mL/min). Tampoco se
cambio el volumen de inyeccion (100 pl).

Se tuvo que tener cuidado, como ya se menciond anteriormente, en la duracién

del reactivo de color.
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REGRESION LINEAL:

Y=A+8+X
A= 56455
B = 58147.74
" R=09992
g emeprhoe NNy N-NO:Z - | |
3 -1 e _ il muEsTRAs -
é R e LR camer - .- - HHoeere e - __
‘.
2
2

TIEMPO (sequndos]

B: es I3 linea base, £sta nos indica que cada 11 inyécciones gua haga el equipo automatizado,
nos verificars ia linea base.

Fiagrama 3.3.1-a Determinacion de N-NO;™ antes de ia optimizacion dei

sistema FIA.
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REGRESION LINEAL:

Y=A+B8*X
000 102
. .. = -501 93644
Curva de Calibracion B= 47693.91453
1; «cood N-NOs + N-NO; R =0.59583
2 70
1
; 3.0004
o
3
T MUESTRAS
§ 2 D00
4
1,000
ALY
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Tl’::PO luuundr::o = -

B: es ia linea base, esta nos indica que cada 11 inyecciones que haga ¢! equipo automatizado,

nos verificara la linea base.

Fiagrama 3.3.1-b Determinacion de N-NO;" después de la optimizacion del

sistema FIA.
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3.3.2 Condiciones optimas:

Las condiciones optimas que se tuvieron para realizar esta determinacion
fueron las que se muestran en la tabla 3.3.2.1.

Tabla 3.3.2.1. Condiciones éptimas para la determinacién de N-NO;, .

PARAMETRO CONDICION
Flujo del portador (agua destilada) 0.41 mL/min
Flujo de! Buffer (EDTA/NH,CI pH 8.5) 1.56 mU/min
Flujo det Reactivo de color {NED-Sulfanilamida) 0.56 mUmin
Velumen de Inyeccidn 100 pL
Columna

Cd cuperizado

Longitud de la columna 3 mm
Temperatura ambiente
Longitud de onda 540 nm
Intervalo de la curva de calibracion 0.2-10.0 ppm

(N-NO, + N-NO,)

Las concentraciones del buffer y del reactivo de color se encuentran
especificadas en la metodologia. Con estas condiciones fueron con las que sc

analizaron todas las muestras a lo largo de este trabajo experimental.
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CAPITULO I

3.4 REPETIBILIDAD DEL METODO

La precision es ef grado en que concuerdan [as diferentes mediciones de
una misma propiedad. La precisién puede calcularse tanto para el sistema como
para el método. La precisidn del método puede expresarse como la
reproducibilidad y la repetibilidad. La repetibilidad es la concordancia entre
determinaciones independientes de soluciones con una concentracién cercana
al 100% provenientes de una disolycion Madre. Los ensayos son realizados por
un mismo analista y en las mismas condiciones de operacién. La diferencia con
la reproducibilidad es que los analisis ios pueden realizar diferentes analistas en
diferentes equipos y/o en diferentes laboratorios (26).

La repetibilidad es afectada por errores aleatorios, estos errores
aleatorios provocan que los resultados individuales caigan a ambos lados del
valor medio. Los errores aleatorios no se detectan faciimente con solo observar
los resultados, sino que también tienen origenes muy distintos en cuanto a la
técnica experimental y al equipo que se utiliza (29).

Para medir la repetibilidad del método en este trabajo, se hizo una curva
patrén, cada uno de los puntos se determind por triplicado, para cada una de
las determinaciones. Se hicieron inicialmente 16 inyecciones de una disolucion
que contenta 5.00 ppm de N-NO, | de estos valores se calculd la media v la
desviacion estandar, La precision de! método se representd como la desviacion
estandar relativa (D.E.R.). Y de igual forma se hizo para determinar N-NO; = A
continuacién se muestran los resultados que se obtuvieron para cada una de

las determinaciones.



CAPITULO I

3.4.1 DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (D.E.R.) PARA N-NO,

Como ya se mencioné anteriarmente, para conacer la repetibilidad
expresada como D.E.R., del método lo que se hizo fue preparar la curva de
calibracion con las condiciones éptimas y después se inyectd 16 veces una
disolucién de 5.00 ppm de N-NO, . Una vez gue se obtuvieron los resultados
de! fiagrama, se calculd la D.E.R.

La D.E R. se calcult a partir de la siguiente formula:

DER=( S/ X} x100

donde: S = desviacién estandar de [a muestra
X = promedio de [a muestra

En la tabla 3.4.1.1 se muestran los resultados obtenidos para N-NC, y
asi mismo se muestra el valor obtenido para la D.ER., como también el

fiagrama correspondiente.



CAPITULO NI

TABLA 3.4.1.1 Resultados obtenidos para calcular la D.E.R. para N-NO,

NUMERO DE CONCENTRACION
INYECCION REAL
1 5.0809 T
2 5.0571
3 49277
4 5.0696
5 4.9771
6 49577
7 4.9478
8 48659
) 4.9283 ]
10 48759
11 46966
12 4 8744
13 4 6916 T
14 49024 |
1§ 5.0169
18 5.0321
PROMEDIO 49314 ]
DESV. ESTANDAR 0.1160

Una vez obtenidos estos resultados, se tuvo una D.E.R.= 2.35% para

N-NO,"
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REGRESION LINEAL:

" Y<A+B*X
a0
= -1039 48638
°.rog B= 779341141
i - i R =0.9999
Z CURVA DE CALIBRACION
3 o N-NO, MUESTRAS
H 50
g ¢.400,
§ a..00
3 an
% 0.3v0
o100 ‘ ‘ o5 o7 10
I I WRRTAAAP Y YT T T d

8! es la linea base, esta nos indica que cada 11 inyecciones que haga el equipo automatizado

TIEMPO [segundos)

nos verificara la linea base,

FIAGRAMA OBTENIDO PARA DETERMINAR LA “D.E.R.” DE N-NO;
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CAPITULO IN

3.4.2 DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (D.E.R.} PARA N-NO, + N-NO,

Al gual que para el caso de nitritos, para conocer (2 repetibifidad
expresada como O.E.R., del métade lo que se hizo fue preparar la curva de
calibracion con las condiciones éptimas y después se inyecid 16 veces una
disolucién de 5.00 ppm de N-NO, + N-NO,. Una vez que se obtuvieron los
resultados del fiagrama, se calculd la D.ER.

La D.E.R. se calculd a partir de la siguiente formula:

DER={ S/ X ) x100

donde: 8 = desviacion estandar de la muestra
X = promedio de la muestra

En la tabla 3.4.2.1 se muestran los resultados obtenidos para N-NO, +
N-NQ, y asi mismo se muestra el valor obtenido para la D.E.R. , como también
el fiagrama correspondiente.
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CAPITULO I

TABLA 3.4.2.1 Resultados obtenidos para calcular la D.E.R. para

N-NO, + N-NO;
NUMERO DE CONCENTRACION
INYECCION REAL
1 47917
2 4.7810
3 47915
4 47947
5 47431
3 47644
7 46719
8 47101
9 47483
10 47003
11 47703
12 47374 ]
13 4.7094
14 47133
15 47499
16 4 6514
PROMEDIO 4.7393
DESV. ESTANDAR 0.0434

Una vez obtenidos estos resultados, se tuvo una D.E.R.= 0.91% para

N-NO, + N-NO; .
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AEGRESION LINEAL:
. Y=A+B"'X
1300 100

A A= 417235088
.| CURVA DE CALIBRAGION N g

e N-NQ; + N-NOy R =0.99994
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B: es Ia_ linea base, esta nos indica que cada 11 inyecciones que haga el eqQuipo automatizado
nos verificara 1a linea base. '

FIAGRAMA OBTENIDO PARA DETERMINAR LA “D.E.R.” DE N-NO; +
N-NO,
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CAPITULOQ 11

3.5 CARTAS CONTROL

El control de calidad de un laboratorio es el conjunto de medidas de
aseguramiento de la calidad que intenta garantizar la obtencidn vy
mantenimiento de resultados de alta calidad. Los sistemas de aseguramiento de
la calidad difieren entre los laboratorios, pero todos deberian abarcar
entrenamiento, documentacién, procedimientos de contro! interno y externo.

Una carta control es un grafico preparado para cada muestra control, en
ella se muestra la concentracién en el eje de la Y, contra el tiempo o nimero de
ensayo en el gje X. La linea horizontal media forma parte del eje Y justo en la
concentracion promedio (n=20) y paralela a ella se colocan los limites de control
superior e infericr, los cuales se calculan en base a la desviacion estadndar. Este
procedimienta fue inicialmente introducide por W. Shewart en 1931 e

introducido a la quimica por S. Levey and E.R. Jennings en 1950,

CRITERIOS DE DECISION: segin J. Westgard, (Figura 3.5.1):

a) 1,,, representa la regla de control en donde un control excede el limite de

control = X + 2,. “Advertencia, aviso".

b) 1,,, simboliza la regla de control en la que rechaza el analisis porque un
control excede el limite X = 3.

c) 2,,, es la regla de control que rechaza la corrida cuando dos controles
consecutivos exceden el mismo limite, yasea X +2, 6 X-2,.

d) R,,. bajo esta regla de control el ensayo se rechaza cuandao la diferencia
entre los dos controles utilizados excede 4,.

e) 4,.. esta regla indica que la corrida se rechaza cuando los controles exceden
4 veces consecutivas el mismo limite yasea X+ 1, 0 X -1,

f) 10, , es la regla contro! que rechaza el ensayo cuando 10 observaciones

control consecutivos caen hacia el mismo lado del promedio (27).



CAPITULD It

l Datos Control '—) 1 7% ﬂ}( Bajo Control  Aceptar ensayo )
Sil uuT

T B2 R 4
|

v v

( fuera de Control Rechazar Ensayo j

Figura 3.5.1 Diagrama de Criterios de Decisién

En ia figura 3.5.2 se muestra un tipo de carta control, conocido como

diagrama de Levey-Jennings.
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CONCENTRACION

X+2s Linea de accidn superior
X+1s o Linea de alerta superor
O

O
X Q- Valor objetive
e
X-1s Linea de alerta inferior
X-Z2s t inea de accidn infarior
TIEMPOQ

X = PROMEDIO DE LOS VALORES DE CONCENTRACION
s = DESVIACION ESTANDAR

Figura 3.5.2 Diagrama de LEVEY-JENNINGS

Para hacer fa Carta Control para N-NO, y otra para N-NO;, se realizo el
siguiente procedimiento: cada vez que se hacia una determinacién de una muestra,
se media un control que contenia 5.00 ppm, de N-NO, 6 de N-NO, en este caso es
importante llevar el control en valores de concentraciones altas, ya sea para uno u
otro caso, esto se hizo con la finalidad de observar como la eficiencia de la columna
va disminuyendo mientras va transcurriendo el tiempo, cuando se espera que los
resultados cambien lo menos posible. A lo largo de este desarrollo experimental se
estuvo trabajando con estos controles. Cabe mencionar gque no fue el mismo cantrot
durante todo el trabajo, cada vez que se media uno se preparaba y también se
media el que se tenia de la corrida anterior. Esto con la finalidad de observar si

cambiaban o se mantenian constantes, y darnos cuenta de la tendencia que tuvieran.
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Los resultados se pueden observar en las tablas siguientes, al igual que

en la carta control correspondiente a cada determinacién.

NITRITOS {N-NO, }:

Para este caso se obtuvieron 12 determinaciones, que fueron por
triplicado y fue un total de 36 datos durante todo el intervalo de desarrollo
experimental. Se determiné el promedio de estos datos como también su
desviacion estandar.

La siguiente tabla indica el dia en que se midid el control de 5.00 ppm,

como también los valores que se reportaron en cada caso.

DiA DE FECHA CONCENTRACION | DESVIACION
DETERMINACION | (dia-mes-afio) | PROMEDIO (ppm) ESTANDAR
1 22-01-98 4.08 0.04
2 20-02-98 4.93 0.116
3 20-02-98 4.93 0.04
4 17-04-98 5.09 0.125
5 22-04-98 5.02 0.113
6 08-05-98 495 0.065
7 10-05-98 4 84 0.049
8 17-06-98 474 0.233
9 18-06-98 477 0.202
10 18-06-98 4.72 0119
1 12-08-98 5.00 0.017
12 15-08-08 4.97 0.025

Al igual que para el caso de nitratos, aqui tambien a los datos obtenidos
se les determind el promedio, como también la desviacion estandar, y los
resultados son los siguientes:

X=4.90

s=0.15
X+1s5=506 X-1s8=476
X+2s=520 X-2s=461



CARITULO III

A continuacidn se muestra la Carta Control correspondiente a esta
segunda determinacidn, en ella observamos que en el gje de las abscisas se
encuentra expresado el dia en que fue medida [a muestra control y en el eje de

las ordenadas se encuentra expresado el intervalo lineal de la curva patrén.



CAPITULO il

CARTA CONTROL PARANITRTO
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NITRATOS (N-NOy'} :

Para este caso se obtuvieron 12 determinaciones por triplicado cada una,
para dar un total de 39 datos durante todo el intervale de desarrallo
experimental. Se determind el promedic de estos datos como también su
desviacion estandar.

La siguiente tabla indica el dia en que se midid el confrol de 5.00 ppm,

como también los valores que se reportaron en cada caso.

DiA DE FECHA CONCENTRACION| DESVIACION
DETERMINACION | {dia-mes-afio) | PROMEDIO {ppm) ESTANDAR
1 22-01-98 468 0.064
2 27-02-98 474 0.04
3 28-01-98 4,32 0.015
4 30-01-98 5.61 0.46
5 27-02-98 474 0.078
6 06-03-98 5.08 0.032
7 01-04-98 461 0.049
8 02-04-98 458 -
9 03-04-98 5.08 | 0.026
10 240498 5.04 ! 015 |
11 19-06-98 5.20 0.06
12 13-08-98 494 0.01

Para elaborar la carta control se calculdé el promedio (X) de todos los
datos y su desviacion estandar, los resultados son los siguientes:
X =487
$=0.33
X+1s5=520 X-1s=4355
X+2s8=553 X-25=422



CAPITULO Il

A continuacién se muestra la Carta Control correspondiente a esta primer
determinacion, en ella observamos que en el eje de las abscisas se encuentra
expresado el dia en que fue medida la muestra control y en el eje de las

ordenadas se encuentra expresado el intervalo lineat de la curva patrén.
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CARTA CONTROL PARANITRATOS
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CAPITULO 1]

De acuerdo a los resultados anterigres, se puede decir, que para el caso
de nitratos, el punto que estd marcado como dia de determinacion 4, se sale
de los limites aceptables, pues se obtuvo un valor de 5.61 ppm, por lo que
rebasa el valor de X £ s. Y como se dijo anteriormente, es recomendable que
todos los puntos no rebasen mas de X + 2s. Por lo que ese punio se debe
gliminar. Todos los demas datos se mantienen por debajo del wvalor

correspondiente a X + 2s, entonces se aceptan.

Por 1o que respecta a los resultados de nitritos, se puede observar tanto
en la tabla como en la carta control, que los datos obtenidos no rebasaron los
limites de X + 2s, por lo que estos valores de las corridas hechas son

aceptados, sin tener que eliminar ninguno.
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3.6 LIMITE DE DETECCION

Una de las ventajas de utilizar métodos instrumentales de anélisis es que
son capaces de detectar y determinar cantidades de analito mucho mas
pequeifias que los métodos de andlisis clasicos. Esta ventaja permite apreciar la
importancia de las concentraciones en el nivel de trazas en muchos materiales,
contribuyendo asi el desarrollo de muchas otras técnicas en las cuales los
limites de deteccion bajos son el mejor crilerio para aplicarlas con éxito.

Es evidente que los métodos estadisticos son importantes para la
evaluacion y [a comparacién de limites de deteccién {16).

El limite de deteccién “es un ntimero, expresado en unidades de
concentracién (o cantidad) que define la menor concenlracién (o cantidad) de
un compuesito (o elemento) que un quimico analitico puede determinar y que
sea estadisticamente diferente de Ia sefial generada por un blanco”.

Segun la IUPAC {International Union of Pure and Applied Chemistry, por
sus siglas en inglés), el limite de deteccidn expresado como una concentracion
C (o cantidad Q,) se deriva de la medicién mas pequefa, X,, que pueda ser
detectada con un razonable nivel de confianza, para un procedimienta analitico
(36).

Una definicidn que se utiliza en la bibliografia de quimica analitica es que
el limite de deteccidn es la concentracién de analito que proporciona una sefal
igual a la sefial del blanco, Y, mas tres veces la desviacion estandar del
blanco, Sg:

Y=Y;+38,
Donde: Sg: Desviacion esténdar del blanco.
Yq: Concentracion del Blanco
La significacién de esta Gltima definicidn se aclara con mayor detalie en la figura
36.1.
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Un analista que estudia concentraciones traza se enfrenta a dos
problemas: por un lado no desea dar un informe de la presencia de analito
cuando esté realmente ausente, pero por otro, tampoco pretende informar que
el anaiito estd ausente cuando de hecho esta presente. En la figura 3.6.1., la
curva A representa la distribucion normal de valores medidos de 1a sefial del
bianco. Seria posible identificar un punto y=P, hacia el borde superior de esta
distribucion, y pretender que seria improbable que una sefial mas grande que
ésta se debiese al blanco, mientras que se supondria que una sefial menor que
P indica una muestra en blanco. Sin embargo para que una muestra de una
sefal promedio P, el 50% de las sefales observadas sera menor que ésta, ya
que tendrd una distribucion normal que se prolonga por debajo de P {curva B).
La probabitidad de concluir que esta muestra no difiere de la del blanco cuando
de hecho lo hace es por lo tanto de! 50%. Ei punto P, llamado el limite de
decision, es insatisfactorio como un limite de deteccién, ya gue soluciona el
primera de los problemas mencionados antes, pero no el segundo. Un punto
mas adecuado estd en y=Q, de manera que Q esti situado al doble de |a

distancia gque existe entre Y y P.

y Limite de Limite de
e decisién deteccidn

> Y

Figura 3.6.1. Limite de Decisién y Limite de deteccidn
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Otro término muy utilizado en los trabajos de guimica analitica es la
determinacion de limite de cuantificacion, el cual esta definido como el limite
mas bajo para mediciones cuantitativamente precisas, en oposicion a la
deteccion cualitativa.

El valor que se ha propuesto es:
Y+ 10 S

Los valores reportados en este trabajo estan basados en |as definiciones
anteriormente expuestas. La tabla de abajc muestra los resultados y los

calculos necesarios para la determinacion del limite de deteccion.

Y,
X X2 AY, Y, =2y | (Y, -~Y)?
Valores por triplicado | Promedio

0.0 0.00 0,00 0 -2062.29 | -2062.25 | 4253040044
0.02 | 0.0004 1000,850,850 900 -1263.62 2163.62 | 4681251.504
0.04 | 0.00015 1250,1250,1200 123333 -464.94 1698.27 | 2884120.903
0.06 | 0.00036 1750,1900, 1800 1816.67 333.73 148294 | 2199111.044
0.08 ] 0.00064 2300,2500,2700 2500 113240 13676 1870329.75
0.10 0.01 3000,3100,3200 3100 1931.07 1168.93 1366397 345
0.30 0.09 9800,9700,8800 9766 67 9917 80 -151.13 22840277

0.50 0.25 16200,16000,16100 16100 17904 53 | -1804.53 | 3256328.521

0.70 049 23200,23600,23700 23500 25891.26 | -2391.26 | 5718124388

1.00 1.00 34900,34700,35500 3503333 | 37871.36 | -283803 | 8054414281

3.00 9.00 115000,115000,116000 | 115333.33 1 117738.65 | -240532 | 5785564.302

5.00 25.00 | 194000,195000,1954000 | 194333.33 | 197605 95| -3272.62 | 10710041.66

7001 49.00 §274000,281000,278000] 277666.67 | 277473.24 19343 37415.185

10.0 1 100.00 400000400000, 400000} 400000 (39727419 272581 7430040156
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CAPITULO

Otra forma de calcular limite de deteccidén y cuantificacion es basandose
en la recta de regresién obtenida para ef analitc. En este caso en base a los
valores obtenidos, los correspondientes para la regresion fineal son los
siguientes:

Regresidn Lineal:
Y=bx+a
a= -2062.292
b= 38933.65
r= 0.9998

Un supuesto fundamerntal del método de ios minimos cuadrados, es que
cada punto en la representacion grafica (incluido el que representa al blanco o
ruido de fondo) tiene una variacion distribuida normalmente (solo en la direccién

de Y) con una desviacion estandar estimada por Sy/x, el cual equivaldria a S,
del blanco.

n-2
Conociendo los valores y sustituyéndolos abtenemos lo siguiente:
T (Y,-*Y)?=58269019.44
n-2=14-12=12

S, = [58269019.44
12
S, = 2203.577

donde se utiliza los residuos de Y, Y~*Y,. Los valores de *Y, son los puntos
sobre la recta de regresion calculada, correspondiente a los valores individuales

de X, los valores de Y ajustados.



CAPITULO I

El valor de 1a ordenada en el origen calculada, a, puede utilizarse como
una estimacion de Y,, la propia sefial del blanco, deberia ser una estimacién
mas exacta de Y que el solo valor de la medicién del blanco, Y.

De acuerdo a esta definicion los resulftados obtenidos para [a
determinacién de N-NO, , a partir de la recta de regresion de lineal y tomando
en cuenta todos los puntos de la misma tenemos gue:

Y, = a = -2062.292
Sg = (S,,) = 2203.577

Y sustituyendo estos valores en la ecuacion siguiente tenemos lo siguiente:

Y=Ya+385,
Y =-2062.282 + (3 * 2203 .577)
Y = 4548.439

De acuerdo a esto entonces el limite de deteccion es el siguiente:

Y=bx+a
Donde: Y =4548.439
a =-2062.292
b = 39933.65

Despejando x:
x=(Y-a)lb
x = {4548.439 - (-2062.292)} / 39933.65
x=L.D.=0.165 ppm
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CAPITULO NI

Por lo tanto el Limite de Cuantificacion es el siguiente:

Yg+ 105,
Y =-2062.292 + {10 * 2203.577)
Y = 19973.478
Entonces tenemos que:;
Y=bx+a
Donde; Y =19973.478
a=-2062.252
b =39933.65
Despejando x:
x={Y-a)/b

x = {19973.478 - (-2062.292)} / 39933 .65
x =L.C.= 0.552 ppm

Si se consideran los datos obtenidos se puede ver que el valor que mejor

representa al limite de deteccion es el encontrado para el caiculo a partir de

considerar fa desviacion estandar proporcionada por la sefial del blanco. El

valor obtenido a partir de [a recta de regresidn en el intervalo bajo es

incoherente, ya que por debajo de 0.01 ppm no se puede distinguir entre el

btanco y la presencia del analito.
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3.7 RESULTADOS DE CONCENTRACION ENCONTRADAS EN LAS
MUESTRAS ANALIZADAS DE N-NO,” y N-NO,

El método desarrollado y optimizado se utilizd para detarminar N-NQ," y
N-NO, en muestras de agua natural, residual y potable. Los resultados que se
muestran & continuacion son !as concentraciones que se encontraron en las
diferentes muestras.

Antes de llevar a cabo este analisis, se hizo la toma de la muestra tal y
como se especificd en la metodologia (26). Una vez que se tuvo la muestra, se
determind N-NQO, dentro de las 24 horas siguientes, de recolectada la muestra.
Y para el caso de N-NO; se hizo durante las 48 horas siguientes. Previo a su
analisis se determind el pH de las muestras, usando un potenciometro Cole
Parmer Model 05669-21 Microcomputer pH-Vision.

fa altura de fa seral obtenida es directamente proporcional a la
concentracion de N-NO, en las muestras, ya que entre mayor sea la altura la
concentracién también es mayor.

Las muestras se inyectaron por triplicado y el promedio de los tres datos
es el valor reportado junto con la desviacion estandar para caca muestra.

Para conocer la concentracion de N-NO;, se resta cada uno de los
valores correspondientes de N-NO, + N-NO, menos los valores que se

obtienen de N-NO,, de la misma muestra.
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CAPITULC 11!

De acuerdo a lo anterior los resultados que se obtuvieron fueron los

siguientes:

Para el caso de AGUA PCTABLE ( N-NO; ¥:

AGUA DE t A RED INTERVALO DE CONFIANZA
CONCENTRACION | PROMEDIO s 5., INTERVALO DE
CONFIANZA
Xochimilco 1:
0.2986, 0.0383, 0.0359 0.1243 0.1510 0.0872 0.1243+0.375
Xochimileo 2:
0.0971, 0.1265, 0.1309 0.1182 0.0184 | 0.0106 0.1182+0.045
Tlalpan:
0.1708, 0.1206, 0.1473 0.1482 0.0250 0.0140 0.1462+0.060
Condesa:
0.0491, 0.0559, 0.0881 0.0577 0.00980 0.0052 0.0577+0.022
Coyoacan:
0.1568, 0.1568, 0.1566 0.1567 00001 | 0.00006 0.1567+0.0003
{INTERVALO DE CONFIANZA:
s,=s/Vn Donde: s = desviacion estandar

X £ st

n = numero de muestras
X = promedio de las muestras
t = t de student al 95%
s,, = desviacion estandar de la muestra
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CAPITULC (it

AGUA TINACO INTERVALQO DE CONFIANZA
CONCENTRACION [PROMEDIO] s -3 INTERVALO DE
CONFIANZA

Xochimiico 1:
0.2431, 0.2525, 0.2287 0.2414 00119 | 0.0069 0.2414+0.030

Xochimilco 2:
0.0759, 0.0807, 0.0848 0.0805 0.0044 | 0.0025 0.0805+0.011

Tlalpan:
0.1709, 0.1581, 0.1384 0.1558 0.0164 | 0.0095 0.1558+0.041

Condesa:
0.1279, 0.1096, 0.0972 0.1116 0.0154 | 0.0088 0.1116+0.038

Coyoacan: |

0.1236, 0.1462, 0.1567 0.1422 0.0169 | 0.0097 0.1422+0.042

INTERVALOC DE CONFIANZA:
Sm=s/Vn Donde: s = desviacion estandar
X t st n = nidmerg de muestras

A = promedio de las tuestras
t = t de student al 95%
s, = desviacidn estandar de la muestra

Los pH’s correspondientes a cada muestran se presentan a continuacion:

MUESTRA AGUA DE LA RED |AGUA TINACO

pH pH

Xochimilco 1 65.81 715 o
Xochimilco 2 679 7.30
Tlalpan 6.51 65.91
Condesa 7.G0 7.00

Coycacan 7.07 6.92




CAPITULO I

Para el caso de AGUA POTABLE { N-NOy ):

AGUA DE LA RED

INTERVALO DE CONFIANZA

CONCENTRACION | PROMEDIO s s, I INTERVALO DE
CONFIANZA
Xochimilco 1:
2.4432,2.7015,2.6758 2.6068 0.1423 | 0.0820 2.6068+0.3530
Xochimilco 2:
1.7402, 1.6732, 1.7102 1.7079 0.0335 | 0.0190 1.7079+0.082
Tlalpan:
0.9804, 1.0304, 1.0037 1.0048 0.0250 | 0.0140 1.0048+0.060
Condesa:
0.3394, 0.3140, 0.3037 0.3204 0.0168 0.0090 0.3204+0.039
Coyoacan:
1.1558, 1.1528, 1.1770 1.2959 0.2273 | 01310 1.2959+0.563
INTERVALO DE CONFIANZA:
s/¥n Donde: s = desviacion estandar

+ n

sl‘l’\
X + st

n = nOmero de muestras
X = promedic de las muestras
t = t de student a] 95%
S, = desviacion estandar de la muestra
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CAPITULO N

AGUA TINACO INTERVALO DE CONFIANZA
CONCENTRACION [ PROMEDIO s s . INTERVALO DE
CONFIANZA
Xochimilco 1:
2.8584, 2.8432, 2.8986 | 2.8667 0.0286 | 0.0160 2. 8667+(.069
Xochimilco 2: ]
1.8609, 1.7785, 1.8272 | 1.8222 0.0414 | 0.0240 1.8222+0.103
Tlalpan:
0.9951, 1.0069, 1.0256 | 1.0092 0.0154 | 0.0090 1009240.039 |
Condesa:
0.2697,0.2882,0.3040 | 0.2873 | 0.0172 | 0.0090 0.2873:0.039 |
Coyoacan:
1.5414, 1.5268, 1.4966 | 1.5216 00228 | 0.0130 11 1.5216+0.056

INTERVALO DE CONFIANZA:

s,=s/VYn
Xt s,t

Donde: s = desviacién estandar
n = numero de muestras
X = promedio de |las muestras
t = t de student al 95%
s, = desviacidn estéandar de la muestra

Los pH’s correspondientes a cada muestran se presentan a continuacion:

MUESTRA AGUA DE LA RED |AGUA TINACO
pH pH
Xochimilco 1 6.81 7.15
| Xochimilco 2 6.79 7.30
Tialpan 6.51 6.91
Condesa 7.00 7.00
Coyoacan 7.07 6.92

99



CAPITULC 1L

En la primer tabla para N-NO,, se puede observar que las
concentraciones oscilan entre 0.05 y 0.157 ppm para el agua de la red y de
0.080 a 0.241 ppm para el agua de tinaco. Este aumento se debe
principalmente a que e} agua de tinaco es almacenada. Todas estas muestras
tienen valores de pH, que se encuentran entre 6.5-7.30.

Se ha observado que todos estos datos de concentracién obtenidos
cumplen con los valores establecidos por las Normas Oficiales de Calidad de!
Agua (no mayor a 1.0 ppm, para agua potable). En las 4 delegaciones de
muestreo (Xochimilco, Tialpan, Cuauhtémoc y Coyoacén), de acuerdo a los
resultados de N-NO, se encontrd que la menor concentracion fue en la Colonia
Tepepan en el agua de la red. E| agua de tinaco donde se encontrd la menor
concentracién fue en el Barrio San Pedro, ambos Jugares de la Delegacion
Xochimilco,

En {a tabla de N-NO,, se puede observar que las concentraciones
oscilan de 0.32 a 2.7 ppm para el agua de la red y de 0.29 a 2.87 ppm para e!
agua de tinaco. Los valores de pH, se encuentran entre 6.5-7.30.

Se ha observado que todos estos datos de concentracién obtenidos
cumplen con los valores establecidos por ias Normas Oficiales de Calidad del
Agua (no mayor a 10.0 ppm, para agua potable). En las 4 delegaciones de
muestreo (Xochimilco, Tlalpan, Cuauhtémaoc y Coyoacan), de acuerdo 3 los
resultados de N-NO; se encontrd que ia menor concentracion fue en la Colonia
Condesa tanto en el agua de la red como en el agua de tinaco.

Haciendo referencia al valor obtenido del limite de deteccién, podemos
concluir que el métedo utilizado para la determinacion de N-NO, es adecuado
ya que el limite de deteccion es de 0.017 ppm vy el limite de cuantificacion fue
de 0.170 ppm, lo que nos indica que nuestros resultados son confiables. Para el
caso de N-NO, fue de 0.005 ppm y el limite de cuantificacion fue de 0.050, por

lo que los resultados de las muestras lambién son confiables.
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En cuanto a las muestras de la PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUA
DE LA UNAM los resultadas para N-NG; son los siguientes;

PLANTA DE TRATAMIENTO DE LA UNAM | INTERVALO DE CONFIANZA

CONCENTRACION | PROMEDIO s 5 INTERVALO DE
CONFIANZA

Agua Tratada:
0.5037, 0.5201, 0.5338 0.5191 0.0150 | 0.0087 0.519110.037

Agua Residual:

0.2403, 0.2358, 0.2386 0.2382 0.0023 | 0.0013 0.2382+0.006

INTERVALC DE CONFIANZA:

INn Donde: s = desviacion estandar
t n = numero de muestras
X = promedio de las muestras
t =t de student al 95% o _
s, = desviacion estandar de ia muestra

S, =S
Xzts

m

Los pH’s de estas muestras se muestran a continuacion:

1
MUESTRA pH
Agua Tratada 7.46
Agua Residual 7.87
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Y para el caso de N-NO; encontrados en las muestras de la PLANTA DE
TRATAMIENTC DE AGUA DE LA UNAM los valores obtenidos fueron los

siguientes:

PLANTA DE TRATAMIENTO DE LA UNAM | INTERVALO DE CONFIANZA

CONCENTRACION | PROMEDIO S s INTERVALO DE
CONFIANZA

Agua Tratada:
1.5734, 1.5734, 1.5375 1.5614 0.6207 | 0.0120 1.561410.052

Agua Residual:
0.1570, 0.1675, 0.1622 0.1622 0.0052 0.003 0.1622+0.013

INTERVALO DE CONFIANZA:

s/vn Donde: s = desviacion estandar
S5,t n = némero de muestras
X = promedio de las muestras
t = t de student al 95%
s, = desviacién estandar de la muestra

Hou

SI‘l'l
X

Los pH's de estas muestras se muestran a continuacién:

MUESTRA pH
Agua Tratada 7.46

Agua Residual 7.87 |
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En las muestras para determinar N-NO, de la Planta de Tratamiento de
Agua de la UNAM, se encontré una mayor concentracion de N-NO, en el agua
tratada, 0.519 ppm, con un pH de 7.46; mientras que para el caso del agua
residual la concentracion fue de 0.238 ppm, con un pH de 7.87.

Este ditimo resultado conlleva a pensar que al ser tratada el agua con

bicdiscos, estos ocasionan que la concentracion de nitritos en el agua aumente.

Por lo que respecta a la determinacion de N-NO; , en las muestras de la
Planta de Tratamiento de Agua de la UNAM, se encontrd una mayor
concentracion de N-NO, en el agua tratada ya que el valor fue de 1.561 ppm,
con un pH de 7.46; mientras que para el caso del agua residual la
concentracian fue de 0.162 ppm, con un pH de 7.87. Este Gitimo resultado
también al igual que para el caso de N-NO, | conlieva a pensar que al ser
fratada el agua con biodiscos, estos ocasionan que |a concentracion de nitritos

en el agua aumenie.
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Los valores obtenidos para N-NO, en el AGUA DE RIO son:

AGUA DE RIO INTERVALC DE CONFIANZA
CONCENTRACION | PROMEDIO s s, INTERVALO DE
CONFIANZA
Texcaliacac 1:
0.13177, 0.0899, 0.0888 0.1035 0.0240 | 0.0138 0.1035+0.058
Texcaliacac 2: ;
NO DETECTABLE |
Texcaliacac 3:
0.1642, 0.1586, 0.1582 0.1603 0.0030 | 0.0017 0.1603+0.007
Texcaliacac 4: :
0.1347, 0.1337. 0.1398 0.1361 0.0030 | 0.0017 0.1361x0.007 ~
Texcaliacac 5: I}
0.6241, 0.6369, 0.6369 0.6326 0.0070 | 0.0040 0.6326+0.017

INTERVALO DE CONFIANZA:

s,=s/Vn

Xt st

Donde: s = desviacion estandar
n = namero de muestras
X = promedio de las muestras
t =t de student a} 95%

$., = desviacion estandar de la muestra
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Mientras que los valores obtenidos para N-NO," en el AGUA DE RIO son:

AGUA DERIO

T

INTERVALO DE CONFIANZA

CONCENTRACION PROMEDIO s 5 ., INTERVALO DE
CONFIANZA
Texcaliacac 1: 1
0.5422, 0.5835, 0.5908 0.5722 0.0262 | 0.0151 0.5722+0.065
Texcaliacac 2:
0.4059, 0.4006, 0.4047 0.4037 0.0028 0.0016 J 0.4037+0.007
Texcaliacac 3: i
0.2281, 0.2390, 0.2336 0.2336 0.0054 | 0.0031 0.2336+0.013
Texcaliacac 4:
0.2353, 0.2346, 0.2208 0.2302 {.0082 | 0.6047 0.2302+0.020
N Texcaliacac 5:
0.2825, 0.2802, 0.2775 0.2801 00025 | 0.0C14 0.2801+0.006
INTERVALO DE CONFIANZA:
s,=s/Vn Donde: s = desviacion estandar
X £ st n = nimero de muestras

X = promedio de las muestras
t = t de student a! 95%
s,, = desviacién estandar de fa muestra
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Los pH's correspondientes a cada muestra se presentan a continuacion:

MUESTRA pH
Texcaliacac 1 7.89
Texcaliacac 2 7.65
Texcaliacac 3 7.680
Texcaliacac 4 8.07
Texcaliacac 5 7.29

En las muestiras para determinar tanto N-NO, como N-NO, se puede

observar que aungue las muestras son del mismo afluente se puede ver gue

existen diferencias entre una y otra, al igual que los valeres de pH. Lo que en

este caso nos influye es que el muestreo fue hecho en diferentes puntos de! rio,

lo cual indica que puede haber algun tipo de desechos gue estan provocando

las diferencias de concentraciones.

En la figura 3.7.1 se muestra como se observa unc de los fiagramas para

la determinacion de N-NO, obtenido a partir de la curva de calibracion con

algunas muestras. Al igual que los datos de la curva de calibracion.

Y en la figura 3.7.2 se muestran los correspondientes a la determinacion

de N-NO; .
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oo Curva de Calibracién 100
N-NO:’
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Una vez que se ha hecho todo el trabajo experimental, para la validacion
de los métodos, se hizo un analisis de costos, el cual nos da una idea de las
ventajas que ofrece el método expuesto en esta tesis.

En la tabla 3.8 se muestra el analisis de costos para la determinacion de
N-NO, y N-NO, .

En ella se hace una comparacidn de costos entre la metodologia que usa
el método estadndar de la Norma Oficial Mexicana {NMX) y la metodologia
implementada en el equipo automatizado FIA.

En cuanto a la concentracion (gfL) del reactivo de color, se puede
cbservar que para la determinacion por FIA se utilizan 4 0 g/L de sutfanilamida y
en el método estandar se utilizan 10.0 g/L. Se utilizan 2.0 g/l de N-1-
naftiletilendiamina {NED) para la determinacién por FIA y sdio 1.0 g/L para el
método de la NMX; de! 4cido fosforico se utifizan cantidades iguales para
ambos métodos, 168.5 g/L.

Los mililitros que se gastan por determinacién, para este reactivo de coior
son; para el caso de FIA 0.8 mL vy para el método estandar se gastan 2.0 mL, lo
que implica que el costo por determinacién en pesos es de $0.207 y $0.504,
respectivamente. Haciendo globalmente el costo por muestra es de $0.621 para
la determinacion por FIA y $1.512 para el método estandar, por determinacion.
La diferencia es de $0.891, entre ambos métodos. Esta diferencia parecera
poco significativa, pero si tomamos en cuenta que no es un analisis el que
realizamos, sino que son muchos los que se hacen diariamente, entonces aqui
ia diferencia sera bastante significativa.

Por lo que respecta al buffer: aqui se observa que del EDTA se gasta 1.0
g/L para FIA y 1.7 g/L para el método estéandar y del cloruro de amonio se
gasta 85.0 g/L para FIA y 13.0 g/L para el metodo estandar; la diferencia en
concentracién de este ultimo reactivo es bastante grande si se realiza |a

determinacion por FIA; pero esto no provoca mayor probiema, ya que el gasto
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por determinacion es menor por FIA que por el método estandar, siendo de 0.9
mL para el primero y 75.0 mL para el segundo; lo cual hace que el costo por
determinacion, para el FIA sea de $—0.0279 y para el metodo estandar sea de
$1.008. Por lo tanto el costo por muestra es de $0.083 por FIA y de $3.024 por
el método estandar. La diferencia de este reaclivo, entonces, entre ambos
métodos es de $2.941,

El costo total para FIA tomando en cuenta ambos reactivos es de $0.705
y para el método de la NMX es de 34.530; como se puede observar
aproximadamente hay un ahorro del 85%, por parte de la metodoiogia del FIA
con respecto a la del método estandar.

Y podra parecer una diferencia muy peco significativa, perc tomando en
cuenta que se trata de implementar estas determinaciones en andlisis de rutina,
se puede pensar que esta diferencia incrementard entre mas muestras se
analicen.

En donde si habria un gasto muy grande por parte de la técnica FIA,
seria en la adquisicion del equipo automatizado, pero se debe tomar en cuenta
que posteriormente los gastos seran amortizados.

Se ha visto a lo largo de este trabajo que el utilizar un equipo
automatizado FIA, en un laboratorio de analisis de rutina sigue teniendo muchas
ventajas.

Como conclusion final, de acuerde a los resultados obtenidos, la
determinacion de N-NO, y N-NO, por FIA es altamente recomendable para
analisis de rutina, ya que se pueden realizar determinacienes con una alta
precision expresada como D.E.R. (2.43 para N-NO, y 0.9 para N-NO; ), rapidez
(frecuencia de muestreo de 42 determinaciones por hora -12 muestras
inyectadas por triplicade, y 4 inyecciones de un blanco- para ambas
determinaciones) y finalmente econdmica {disminucidon de un 85% del costo por

determinacion).

o
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CONCENTRA- mL COSTO POR |COSTO POR

REACTIVO CION GASTADOS DET. MUESTRA

{a/L) POR DET. {PESOS) (PESOS)

FIA | EST. | FIA| EST. | FIA [EST.| FIA | EST.

COLOR: 0.8 2 0.207 |0.504|0.621[1.512
SULFANILAMIDA | 4 10
NED 2 1
AC. FOSFORICO | 168.5| 168.5

BUFFER: 097 75 [0.0279[1.008!0.083[3.024
EDTA 1 1.7
NH,CI 85 13

TOTAL o.ozasrysu 0.705 | 4.530

TABLA 3.8 COMPARACION DE ANALISIS DE COSTOS ENTRE LA
METODOLOGIA DEL METQODO ESTANDAR Y LA DEL EQUIPO

AUTOMATIZADO FIA,

Este andlisis de costos se hizo tomando en cuenta el valor del délar en

$9.00 y considerando los precios de los reactivos de marca SIGMA y Aldrich.

s AHORRO APROX. DEL 85% DEL EQUIPO AUTOMATIZADO FIA CON

RESPECTO AL PROPUESTO POR EL METODO ESTANDAR.

« Tiempo total de analisis para una sola determinacion de N-NO; .

FIA: 1.39 MINUTOS
METODO ESTANDAR: 12 MINUTOS
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+ Para la determinacidn de N-NO, es necesario hacer la reduccion a N-NO;

con una columna de cadmic cupetizado, el costo para
practicamente el mismo:

Tiempo total de analisis para una sola determinacidn:

FIA: 1.42 MINUTOS

METODO ESTANDAR: 19 MINUTOS

amhos métodos es

1z
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