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Resumen

RESUMEN

El Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) ha
clasificado al formaldehido como probablemente cancerigeno para el ser
humano, sin embargo las pruebas indican, en su conjunto, que tal
sustancia no es cancerigeno por via oral, por lo que se ha establecido una
concentracion tolerable de 2.60 mg/L por esta via, basandose en una
Dosis Sin Efecto Observado (DSEO) de 260 mg/L y se tiene un Limite
Méaximo Permisible (LMP) de 0.9 mg/L en aguas potables.

En este trabajo se desarroll6 un método de Analisis por Inyeccion
Secuencial (SIA) para determinar formaldehido en agua potable. Para
evaluar el método se estudiaron diferentes parametros de desempefo
como: intervalo lineal, limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion

(LC), precision, exactitud, incertidumbre, interferencias, etc.

El intervalo lineal encontrado fue de 0.05 a 1.00 mg/L con un LD de 0.01
mg/L. La precision del método, expresada como repetibilidad y
reproducibilidad intralaboratorio, fue 6.73% y 6.76%, respectivamente, y

los porcentajes de recobro estuvieron entre 85 % y 125 %.

Otro aspecto evaluado fue la interferencia de especies quimicas
(inorganicas y organicas) que posiblemente se pudieran encontrar en
agua potable; encontrandose que carbonato de sodio y acido acético

interfieren en la determinacion de HCOH entre 2.66 % y 10.18 % de error.

Para evaluar la exactitud se utilizd6 un estandar certificado de
formaldehido obteniéndose valores entre 92.89 % y 98.68 % para
concentraciones entre 0.1 mg/L y 0.8 mg/L. Finalmente se realizo la
estimacion de la incertidumbre asociada a la cuantificacion de

formaldehido, la cual fue 0.07 mg/L con un factor de cobertura 2.
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Resumen

Los resultados mostraron la confiabilidad del método por lo que puede
proponerse como una alternativa, sencilla y de bajo costo, en
comparacion con el referenciado en la NOM-201-SSA1-2002. Productos y
Servicios. Agua y Hielo Para Consumo Humano, Envasados Y A Granel.
Especificaciones Sanitarias. Esto debido a que con el procedimiento
seguido es posible determinar concentraciones menores a las establecidas
por la Norma produciendo menos residuos y con la posibilidad de

automatizarlo.

HIPOTESIS
Por las caracteristicas que presenta el andlisis por inyeccién secuencial
sera posible desarrollar un método que permita la cuantificaciobn de

formaldehido en agua potable en concentraciones menores a 1.00 mg/L

de manera precisa y confiable.

11



Gabriela N3jera Estebanjuan Objetivos

OBJETIVOS

General:

Desarrollar, optimizar y demostrar la validez de un método de Andlisis por
Inyeccion Secuencial (SIA) para la determinaciéon de formaldehido en

agua potable.
Particulares:

Optimizar factores quimicos (concentracion de reactivos, pH, etc) e
hidrodinamicos del sistema SIA, como caudal, orden de aspiracion,
tiempo de aspiracion de reactivos, etc; a partir de una configuraciéon

previa.

Determinar los parametros de desempefio del método SIA propuesto
como: limite de deteccion, limite de cuantificacion, intervalo lineal del

meétodo, sensibilidad, incertidumbre, exactitud, precision y recobro.

Evaluar la interferencia (selectividad) de diferentes especies quimicas en

la determinaciéon de formaldehido.

Mediante pruebas estadisticas (t-student y F de Fisher) establecer

criterios de aceptaciéon para los parametros de desempefio determinados.

Cuantificar formaldehido en muestras de agua potable.

12
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INTRODUCCION

El formaldehido puede estar presente en agua potable como resultado de
las actividades humanas siendo las fuentes principales la descarga de
desechos industriales y procesos de tratamiento de aguas con ozonizacion
y cloracion. Se han detectado concentraciones de hasta 30 pg/L en agua

de consumo tratada con ozono (World Health Organization, 2005).

Las propiedades fisicoquimicas del formaldehido sugieren que es
improbable que se volatilice desde el agua debido a su valor de constante
de Henry, que esta relacionada con la presiéon parcial que ejerce el gas en
la disolucion, por lo que cabe esperar que la exposicion por inhalacion sea
baja; sin embargo se ha demostrado que ratas y ratones expuestos al
formaldehido por inhalacibn mostraron un aumento de la incidencia de
carcinomas de las fosas nasales y la ingestiéon de formaldehido en agua
potable durante un prolongado tiempo produjo irritacion estomacal
cronica en las ratas. En un estudio se observo la apariciéon de papilomas
en el estbmago asociados a una irritacion intensa de los tejidos (World
Health Organization, 2005).

Con el fin de determinar concentraciones bajas de formaldehido, se han
propuesto varios meétodos analiticos para su determinacibn como:
cromatografia de gases, cromatografia de liquidos y cromatografia de
intercambio i6nico, que aungue muestran una buena sensibilidad son

métodos lentos y costosos.

El Analisis por Inyeccion Secuencial (SIA), basado en la difusion de la
muestra a lo largo de una tuberia, proporciona resultados confiables y
reproducibles, ademas reduce el tiempo de analisis, el gasto de reactivos

y la generacion de residuos (C. E. Lenehan, 2002; S. D. Kolev, 2008).

13



Gabriela N3jera Estebanjuan Marco tedrico

En la literatura se encuentran plasmados diferentes trabajos para la
determinacion de formaldehido en agua usando métodos de Analisis por
Inyeccion en Flujo (FIA, por sus siglas en inglés) (Q. Li, 2007), asi como
una variedad de reacciones empleadas, preconcentracion del analito,
derivatizacion, inmovilizacion, etc. Sin embargo no existe evidencia de
algun método SIA que permita determinar formaldehido utilizando una
reaccion multicomponentes, que se lleve a cabo en una etapa. Asi mismo,
empleando pequefas cantidades de reactivos, con baja generacion de
residuos y reduciendo el tiempo de analisis, permitiendo una mayor

cantidad de muestras analizadas por hora con resultados confiables.

Es de vital importancia tener la certeza que al realizar una medicion
analitica con un determinado método el resultado obtenido sea confiable,
es por esto que es necesario comprobar mediante evidencia objetiva la
validez del método empleado. Para esto existen documentos y guias para
la validacion de métodos que dan informacién acerca de qué y cémo

deben ser evaluados ciertos parametros de desempefo.

14
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1. MARCO TEORICO

1.1 Formaldehido.

1.1.1 Generalidades.

El compuesto organico, formaldehido (CAS: 50-0-0) es un gas incoloro a
temperatura ambiente, altamente inflamable que se vende
comercialmente como disolucién acuosa (30-50% en peso). También es
conocido como metanal, 6xido de metileno, oximetileno, metilaldehido,
oxometano o aldehido férmico [Tabla 1] (Q. Li, 2007; World Health
Organization, 2005).

El formaldehido es facilmente soluble en agua, alcoholes y otros solventes
polares. En disolucidn acuosa se hidrata y polimeriza; puede existir como
metilenglicol y polioximetileno. Soluciones con altas concentraciones de
HCOH (mayores a 30 %) llegan a ser turbias debido al polimero
precipitado. Al ser un aldehido reactivo puede tener reacciones de
asociacion; se asocia con agua para formar una gran variedad de especies
quimicas con propiedades diferentes a las que presentaria si se
encontrara como monomolécula. Estas propiedades prevalecen en altas
concentraciones de formaldehido por lo que en condiciones de dilucién no

son relevantes (World Health Organization, 2005).

H20 + nCH20 == HO(CH20)n+1H

1.1.2 Métodos para determinar formaldehido.

Existen diversos métodos para la determinacion de formaldehido debido
a su alta reactividad, sus derivados caracteristicos y la disminucion de su
actividad en soluciones alcalinas. Los cuales pueden dividirse en 4 grupos:

volumétricos, gravimeétricos, colorimétricos e instrumentales.

15
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Tabla 1 Propiedades fisicas y quimicas de formaldehido.

Propiedad Intervalo de valores
reportados
Masa molecular [g/mol] 30.03
Punto de fusion [°C] 92 alls8
Punto de ebullicion 19a?21
[°C, a 101.3 kPa]
Presion de vapor (calculada) 516000
[Pa, a 25 °C]
Solubilidad en agua 400 a 550
[g/L, a 25 °C]
Constante de Henry 2.2x1072 a 3.4x1072

[Paem3/mol a 25 °C]
Coeficiente de particion

octanol/agua 0.35a0.75
[log kow]
Coeficiente de particion
carbén/agua 0.70 a 1.57
[log Koc]
Factor de conversion 1 ppm en aire=1.2 mg/m?3

Fuente: World Health Organization, 2002

Los métodos volumétricos y gravimétricos, generalmente, son usados
para la determinacion de grandes concentraciones de formaldehido
mientras que los colorimétricos e instrumentales son mas apropiados para
bajas concentraciones y cantidades traza de formaldehido (J. W. Weaver,
1984).

Métodos volumétricos

Método sulfito de sodio: el formaldehido reacciona con sulfito de sodio
para formar el producto de adicion formaldehido-bisulfito y liberar un mol
de hidroxido de sodio. Este método es rapido, simple y preciso, por lo que
se usa como alternativa al método de peroxido de hidrégeno (J. W.

Weaver, 1984).

16
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CHOH + NazSOz + H20 > CH2(NaSOs)OH + NaOH

Método peréxido alcalino: por mucho tiempo fue considerado como el
meétodo estandar para analizar formaldehido comercial; sin embargo, éste
requiere mas tiempo que el anterior, esta sujeto a mas error por presencia
de impurezas y es menos especifico. Aqui la sustancia de interés es
oxidada a acido férmico en presencia de un exceso de hidroxido de sodio
y la cantidad requerida para neutralizar el 4cido corresponde al contenido
de formaldehido (J. W. Weaver, 1984).

2 CH20(ac) + 2 NaOH + Hz02 & 2 HCOONa + 2H20 + Hat

Método yodométrico: se basa en la oxidacion de formaldehido con
hipoyodito formado cuando se agrega hidréxido de potasio a una
disolucion de formaldehido, a la que se adiciona una cantidad conocida de
un estandar de yodo. La cantidad de yodo consumida es determinada por

titulacion indirecta (J. W. Weaver, 1984).

6KOH + 3l2 > 3KI + 3KI + 3KIO+ 3H20
CH20 + KIO + KOH - HCOOK+KI+ H20

Métodos gravimétricos

Método de metona: esta basado en la condensacion de dos moles de
metona y formaldehido para formar el derivado dimeténico. El método es

simple y preciso y es selectivo a aldehidos (J. W. Weaver, 1984) [Figura

1].

17
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Derivado dimetonico
Metona Formaldehido de formaldehido

Figura 1 Reacciéon entre formaldehido y metona.

Métodos colorimétricos

Método reactivo de Schiffs: en este método el reactivo de Schiffs da un
color especifico azul-violeta con formaldehido cuando se usa con acidos
fuertes. La prueba es altamente especifica y sensible para formaldehido
en presencia de aldehidos alifaticos con peso molecular superior, aunque
acroleina y acido glioxalico son interferencias para este método. La
intensidad del color es dependiente del tiempo y la temperatura. Un
inconveniente que presenta este método es que el reactivo de Schiffs no

sigue la Ley de Beer (J. W. Weaver, 1984).

Método MBTH: el formaldehido reacciona con clorhidrato de 3-metil-2-
benzotiazolinona hidrazona bajo condiciones de oxidacion para producir
un intenso color azul del colorante cationico que absorbe a 628 nm. La
maxima intensidad de color se obtiene después de 14 minutos a
temperatura ambiente y el color es estable por 17 horas (J. W. Weaver,
1984).

Métodos instrumentales

Entre los mas citados en la bibliografia se encuentran la cromatografia de
liguidos y la cromatografia de gases. Se usa principalmente el derivado
de formaldehido con 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH); una disolucion

de formaldehido es tratada con una disolucion ligeramente acidificada de

18
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2,4-dinitrofenilhidrazina, eluida con acetonitrilo y analizada por HPLC. El
derivado es detectado por espectroscopia UV a 360 nm (D. C. Harris,
2006).

Otros meétodos instrumentales se han desarrollado y reportado para la
determinacion de formaldehido; como el analisis por inyeccion en flujo
(FIA) (Q. Li, 2007). Este se basa en una reaccion de condensacién entre
formaldehido y acetoacetanilina, formando un compuesto de color

amarillo (Reaccion de Hantzsch) que es detectado por fluorescencia.

1.1.3 Formaldehido en agua potable.

El formaldehido llega al medio ambiente a través de fuentes naturales y
de fuentes humanas directas, tales como la quema de combustibles por
automotores e industrias. También se produce por la oxidacion de
compuestos organicos naturales y antropogénicos presentes en el aire.
En agua potable, el formaldehido se encuentra —principalmente- debido a
la oxidacidbn de materia organica durante procesos de ozonizacion o
cloracion. También puede aparecer por lixiviacion de botellas de poliacetal

cuando la capa protectora se rompe (World Health Organization, 2005).
CHs + 402 + 2hv > CH20 + H20 + O3

La concentracion de formaldehido en agua potable es dependiente del
cuidado y calidad que se tenga en los pasos de purificaciéon asi como del
agua gue se use para tal fin y de las materias empleadas. La ozonizacion
puede aumentar ligeramente los niveles de formaldehido; sin embargo
etapas posteriores pueden acentuar estas concentraciones (World Health
Organization, 2002).

Las tuberias usadas para el abastecimiento de agua potable, se
encuentran recubiertas por una capa que evita el contacto de la resina de

poliacetal con el agua; sin embargo, debido al uso rutinario en las lineas
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de alimentacion se ocasiona una ruptura o fractura del revestimiento y el
agua puede entrar en contacto con la resina directamente. Las
concentraciones resultantes de formaldehido en el agua son determinadas

en gran medida por el tiempo de residencia del agua en las tuberias.

En un estudio realizado en Estados Unidos se estimé que en condiciones
normales de uso de agua en viviendas ocupadas, la concentracion
resultante de formaldehido en el agua seria de alrededor de 20 pg/L. En
general, se espera que las concentraciones de formaldehido en el agua

potable sea inferior a 100 pg/L (World Health Organization, 2002).

1.1.4 Cuantificacion de formaldehido en agua potable.

1.1.4.1 Derivatizacion con 2,4-DNFH.
En Octubre de 2002 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion la
Norma Oficial Mexicana NOM-201-SSA1-2002. Productos y Servicios.
Agua y Hielo para consumo humano, envasados y a granel.
Especificaciones sanitarias; que establece las disposiciones vy
especificaciones sanitarias que deben cumplir el agua y hielo para
consumo humano, envasados y a granel, excepto para la que es

consumida directamente de los sistemas de abastecimiento.

En esta se encuentran los métodos que deben aplicarse para la
determinacion de diferentes especies quimicas en agua potable, entre

ellas formaldehido.

El formaldehido presente en la muestra es derivatizado con 2,4-
dinitrofenilhidrazina en medio acido y extraido con cloroformo; después
el solvente se cambia por metanol y el producto es separado. Finalmente
se cuantifica usando cromatografia de liquidos con fase reversa y

deteccion UV a 365 nm (NOM-201-SSA1-2002, 2002).
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1.1.4.2 Reaccion de Hantzsch.
La reaccidon de Hantzsch es una de las mas antiguas y efectivas reacciones

multicomponentes que involucra a un aldehido. A pesar de la variedad de
rutas de reaccion éste es un proceso muy selectivo para la derivatizacion
de formaldehido con amonio: dos equivalentes de 2,4-pentanodiona
(compuesto dicarbonilico) para formar el heterociclo 2,6-dimetil-3,5-
diacetil-1,4-dihidropiridina [Figura 2] (V. G. Santos, 2014). La reaccion
se lleva a cabo a través de una condensacion in situ formando un
malonato alquilideno y un derivado enaminoéster, seguido de una
ciclodeshidratacion para asi obtener un heterociclo simétrico [Figura 3]

(R. V. A. Orru, 2010).

El producto de condensacion presenta caracteristicas de sistemas
aromaticos conjugados favoreciendo el paso de electrones a estados de
mayor energia, asi al regresar al estado basal esta energia se libera en
forma de fotones produciendo el fendmeno de fluorescencia, por lo tanto

este derivado puede ser cuantificado por fluorescencia.

N,

= 3
Z2.4-pentanedicnal NH, OA 2 4-pantanediona
2,5-dimetil-3,5-diacetil- 1,4-dihidropiridinz

Acetate de

amanic

Figura 2 Esquema general de la reaccidon de Hantzsch.
Fuente: Modificado de C.G. Evans, 2009

21



Gabriela N3jera Estebanjuan Marco tedrico

H
CH:OC COCH:
O o] 8]
) RE: M + NH;OAc | |
H H ’ ) Acetato de hl"l
Formaldehida 2,4-pentancdiona amonio H
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Figura 3 Intermediarios en la reaccién de Hantzsch.
Fuente: Modificado de R. V. A. Orru, 2010

1.2 Analisis por inyeccion secuencial (SIA).

El analisis por inyeccion secuencial se desarrollé en 1989 en el Centro de
Analisis y Control de Procesos (CPAC) de la Universidad de Washington
(C. E. Lenehan, 2002). Este se basa en la aspiracion secuencial de zonas
de muestra y reactivos adecuados, para su posterior propulsion hacia el

detector, donde se cuantifica el producto de reaccion (B. Ramirez, 2007).

SIA es parte de la familia de las técnicas FIA (Analisis por Inyeccion en
Flujo) y se basa en los mismos principios: inyecciobn de muestra y
reactivos, dispersion controlada y una sincronizacién reproducible. Por lo
tanto el éxito de SIA depende del control de dos procesos que ocurren
simultineamente. Mientras la muestra inyectada se mueve a través del
canal, ocurre el proceso fisico de dispersion de la muestra y las zonas de
reactivos, también sucede el proceso quimico de formacién de especies

quimicas, que seran detectadas (S. D. Kolev, 2008).

La diferencia entre FIA y SIA esta en la configuracion para que las
soluciones sean introducidas al sistema, en continuo o secuencialmente.
En SIA la muestra y los reactivos son aspirados secuencialmente hacia la

valvula de seleccion y posteriormente mezclados revirtiendo el flujo. La
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dispersion es controlada por un flujo programado. La inversion del flujo y

la repentina aceleracion del mismo son usados para favorecer la mezcla

y para acelerar el lavado del sistema, mientras que la interrupcion del

flujo es usado para controlar el tiempo de reaccion.

La técnica SIA ofrece una gran variedad de ventajas:

1.

Utiliza un dnico flujo en el canal incluso con sistemas
multicomponentes. En FIA, se requieren canales de flujo adicionales
si se utiliza mas de un reactivo.

El consumo de muestras y reactivos disminuyen considerablemente

(orden de microlitros).

. La operacion de un solo canal permite el uso de las mismas

cantidades para su implementaciobn en un vasto intervalo de
determinaciones
La valvula de seleccion proporciona un medio conveniente para

realizar una calibracidon automatica.

. Mediciones precisas de las zonas de muestra y reactivo requieren

control por ordenador y, por tanto, la automatizacién es esencial
(A. Economou & et.al, 2005).

1.2.1 Caracteristicas del analisis por inyeccion secuencial.

Los parametros operacionales para SIA son: volumen aspirado de cada

solucién, caudal y el tiempo en que el flujo es detenido o cambia de

direccion (M. Trojanowicz, 2008). Las principales caracteristicas son:

1.
2.

El flujo es continuo y esta programado.
La muestra y los reactivos son inyectados (aspirados) en un orden
y con volumenes predeterminados. Este paso es posible con el uso

de una valvula de seleccion. Inicialmente se aspiran estas zonas
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hacia el bucle de espera (holding coil) y posteriormente el bolo es
enviado al detector para cuantificar el producto de interés.

3. Dispersion controlada de la muestra y los reactivos. Se produce una
mezcla incompleta pero reproducible que da lugar a un gradiente
de concentracion variable a lo largo del sistema. La dispersion
ocurre desde el momento en que las zonas de reactivos y muestra
son aspiradas al reactor de espera y posteriormente se cambia la
direccion del flujo para dirigir el paquete de reactivos y muestra
hacia la valvula de seleccion y el detector. Este proceso forma un
gradiente de concentraciones bien definido de reactivos, muestra y
producto. La manipulacién de la dispersion se realiza mediante un
control de las caracteristicas geométricas e hidrodindmicas del
sistema.

4. Sincronizacion reproducible. Para lograr la reproducibilidad de las
mediciones es necesario alcanzar la repetibilidad de todos los
eventos de un ciclo de medicion, incluyendo la secuencia de
aspiracion de muestras y reactivos hacia el reactor o tiempo de flujo
detenido en su caso.

5. En el momento de la deteccion de la sefial no se ha alcanzado el

equilibrio (fisico y quimico).

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas y valores de los principales

parametros de SIA.
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Tabla 2 Caracteristicas de un sistema SIA.

Volumen de muestra inyectada | 10-150 pL

Tiempo de respuesta 3-60 s

Diametro de tuberia 0.6-0.8 mm

Condiciones de deteccion No es necesario llegar al equilibrio
Rendimiento Cerca de 70 inyecciones por hora
Precision 1-2%

Consumo de reactivos Muy bajo

Ciclo de lavado Innecesario

Métodos cinéticos Posible

Titulacion Posible

Tipo de respuesta Pico

Parametro medido Altura de pico o area

Fuente: Tomada de V. Cerda, 2014

1.2.2 Componentes principales de un sistema SIA.

Los elementos principales con los que debe contar un sistema de andlisis
por inyeccidon secuencial se enumeran a continuacién y se muestran en la

Figura 4:

Portador: éste sera la disolucion que genere el flujo donde la muestra y
los reactivos seran inyectados secuencialmente; cumple con la funcion de

favorecer la dispersiéon de muestra y de reactivos (B. Ramirez, 2007).

Bomba peristéltica: es la unidad de propulsion de flujo hacia dos
direcciones, en ésta se programa el flujo del portador. Consiste en una
polea de motor con rodillos colocados periféricamente y una leva (o
banda) de compresion que es presionada contra los rodillos (B. Karlberg,

1989).

Bucle de espera: también es conocido como holding coil, se utiliza para
aislar los canales de la valvula de seleccion de la bomba, esto con el fin

de evitar que la muestra y los reactivos contaminen el portador. Favorece
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la dispersion de las zonas por traslape y el inicio de la reaccidon de interés
(S. D. Kolev, 2008; B. Ramirez, 2007).

Valvula de seleccion: a través de la valvula son exactamente medidos los
volumenes de portador, reactivos y muestra que posteriormente son

introducidos en el reactor de reaccion (M. Trojanowicz, 2008).

Reactor de reaccion: es aqui donde se lleva a cabo la reaccion en estudio
debido al traslape de zonas. La longitud de este es de vital importancia,
para dar las caracteristicas del sistema SIA; ademas de gque interactua
con otras caracteristicas como didmetro interno de la tuberia, geometria

del sistema, caudal y temperatura (D. Betteridge, 1987).

Detector: Debe tener un programa que permita observar y almacenar el

esquema y datos de la sefial transitoria durante el analisis.

Reactor de
reaccion

2 Detector

Bomba peristaltica

Valvula de
Bucle de seleccion
espera . Residuos
Muestra Reactivo

Portador

Figura 4 Componentes de un sistema SIA.

1.2.3 Fundamento del analisis por inyeccion secuencial.

El principio del analisis por inyeccion secuencial fue dilucidado por Ruzicka

y Marshall, se basa en una sefial analitica medida en flujo a través de un
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detector; en el curso del flujo una serie de segmentos liquidos (muestras
y reactivos) son inyectados. Por consiguiente es una tipica medicion del
flujo con una marcada reduccibn en el consumo de reactivos en
comparacion con otras técnicas de flujo como el analisis por inyeccion en

flujo, FIA (M. Trojanowicz, 2000).

SIA trabaja bajo un flujo de régimen laminar, mostrando la tipica forma
asimétrica de pico. En la Figura 5 puede observarse como la difusion en
un sistema SIA conduce al traslape de la muestra y reactivos formando
asi el producto de reaccion para ser detectado (Cerda, Ferrer, Avivar, &

Cerda, 2014).

Jalvula
R M
-l
= E g Aspiracidn
m Wl =
.'& g H
] = d Valvula
R P M |
e 1
]
] -
Tiempo Inyeccion

Figura 5 Dispersiéon en SIA (R: reactivo, M: muestra, P: producto.)
Fuente: Tomada de V. Cerda, 2014

Es claro que la fortaleza de esta técnica analitica se basa en el control de
la difusion de la mezcla. Esta necesidad se logra a partir del conocimiento
de los fendbmenos de transporte y los factores que los afectan (M.

Trojanowicz, 2008).

En un sistema SIA después de aspirar la muestra y los reactivos, las zonas
de estos tienen un perfil de concentraciéon rectangular. Al ir circulando por
la tuberia se lleva a cabo la dispersién. Esta depende de la conveccién

asociada al flujo laminar, en el que el centro del fluido avanza mas
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rapidamente que el liquido adyacente a las paredes, lo que da lugar a una
zona con perfil parabdlico mientras se desplaza. También depende del
ensanchamiento en las zonas por difusion.

Pueden producirse dos tipos de difusion: radial o perpendicular a la
direccion del flujo y longitudinal (axial) o paralela al flujo [Figura 6]. Se
ha demostrado que la difusion longitudinal en un tubo estrecho no es
significativa por el contrario la difusion radial siempre es importante (B.
Ramirez, 2007).

TRANSPORTE CONVECTIVO

Flujo turbulento Flujo laminar

L. J.J.n]u..- g,

TRANSPORTE DIFUSIONAL

Axial Radial
I I
Figura 6 Fendmenos de transporte.

Fuente: Tomado de D. Betteridge, 1987

1.2.4 Fluorescencia.

La luminiscencia es la emision de luz de una sustancia y es debida a
estados electronicamente excitados. La luminiscencia es dividida en dos
categorias: fluorescencia y fosforescencia, dependiendo de la naturaleza

del estado excitado (J. R. Lakowicz, 2013).
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La fluorescencia es un proceso de emision de luz basado en la excitacion
de atomos o moléculas por absorcion de un haz de radiacion
electromagnética. Las especies son excitadas a un estado sencillo y se
relajan al estado fundamental, devolviendo su exceso de energia como
fotones [Figura 7]; compite con procesos de desactivacion no radiantes
como conversion interna, transferencia de energia a un desactivador o
transicion al estado triplete. Una caracteristica muy importante de esta
técnica es su alta sensibilidad, con frecuencia es de uno a tres 6rdenes de
magnitud mejor que la espectroscopia de absorcion. Sin embargo, se
aplica menos debido a la cantidad limitada de compuestos que presentan

fluorescencia.

No Luz ' , No Luz
E Absorbe — Emite i
' fotén e/ foton '
i P i
1 — 1
1 e 1
EstadoBasal | Excitado Estado Basal i [Estado Basal
' I | | '
jEsto ocurre muy répido!
imillonésimas de
segundo!

Figura 7 Fenémeno de fluorescencia.
Fuente: Internet (Ciencillamente Hablando, 2015)

Algunos factores que afectan a la fluorescencia son:

¢ Rendimiento cuantico: se refiere a la relacién entre la cantidad de
moléculas que fluorescen y el numero total de moléculas excitadas.
e Estructura: la fluorescencia generalmente se presenta en moléculas

aromaticas, estructuras alifaticas y aliciclicas de carbonilos o
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estructuras con dobles enlaces conjugados en los cuales se pueden
llevar a cabo transiciones n—n”* de baja energia

¢ Rigidez estructural: por empirismo se ha concluido que moléculas
con mayor rigidez favorecen la fluorescencia. Si la molécula no fuera
rigida, la velocidad de conversion de energia aumentaria y se
anularia la fluorescencia.

e Temperaturay disolvente: al aumentar la temperatura la frecuencia
de colisiones entre las moléculas es mayor y existe mayor
probabilidad de desactivacion por conversion externa de la energia.
Por otro lado si la viscosidad del disolvente disminuye también se
presenta el mismo problema.

e Efecto del pH: la fluorescencia de un compuesto aroméatico con
sustituyentes acidos o basicos en el anillo depende normalmente
del pH. Tanto la longitud de onda como la intensidad de emision son
probablemente diferentes para la forma ionizada y no ionizada del
compuesto.

e Efecto de la concentracidon: a concentraciones altas la radiacion
fluorescente puede ser reabsorbida por otras moléculas de la
muestra antes de que ésta sea detectada. En el caso de disoluciones
diluidas (orden de mg/L) la intensidad de fluorescencia es

directamente proporcional a la concentracion.

En el caso de la fluorescencia, la sensibilidad de un instrumento de filtros
puede o0 es mayor a la de un instrumento con monocromador, aunque sea

menos versatil y selectivo (E. D. Olsen, 1990).
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1.3 VALIDACION DE METODOS.

Con el fin de promover las buenas practicas de laboratorio en las
mediciones analiticas, se han identificado seis principios de la préactica

analitica:

1. Las mediciones analiticas deben realizarse para satisfacer un
requisito acordado (Objetivo definido).

2. Las mediciones analiticas deben realizarse utilizando métodos y
equipos que han sido probados para asegurar que son adecuados a
Su proposito.

3. El personal que realiza las mediciones analiticas debe ser calificado
y competente para emprender la tarea asignada y demostrar que
pueden desempefiar el analisis apropiadamente.

4. Deberd existir una evaluacion periddica e independiente del
desempefio técnico de un laboratorio.

5. Las mediciones analiticas hechas en un laboratorio deben ser
consistentes con aquellas que se realicen en cualquier otro
laboratorio.

6. Las organizaciones que hacen mediciones analiticas deben tener
procedimientos bien definidos de control y de aseguramiento de

calidad.

La validaciéon de un método es un requisito importante en la préactica del
andalisis quimico(Centro Nacional de Metrologia , 2005) y segun la norma
UNE-EN ISO/IEC 17025:2005; la validacion es la confirmacion, a través
del examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los
requisitos particulares para un uso especifico previsto [Figura 8] (Entidad

Nacional de Acreditacion, 2014).
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Problema que requiere
analisis quimico:
Definicién de la
necesidad analitica

L
Identificar un métado

existente o desarrollar
un nuevo método

Notas:
La validacion del metodo

consiste de esta etapa de
evaluacion, junto con cualquier
parametro de desemperio que
puede ser evaluado bajo el
desarrolfo del método.
“Adecuado a su propdsito._.”
Aun cuando pudiera contarse
con datos de desempefio para
el método, la adecuacion al
proposifo sera determinada
segun como se desempeiie ef
método cuando es utilizado por

un analista designado, con el

Desarrollar
método

g

i Desarrollo
adicional
factible?

Evaluar
el método - ;Es
adecuado al proposito
de uso en el
laboratorio?

¢ Bajar la
necesidad
analitica?

Incapacidad
Procede el trabajo para hacer
analitico el trabajo:
isubcontratar?

Necesidad analitica
replanteada en
términos de lo que se
ha cumplido

» FIN

equipo e infraestructura
disponibles.

Figura 8 Eleccion, desarrollo y evaluacion de métodos.
Fuente: Tomado de Centro Nacional de Metrologia , 2005

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

partir de las observaciones hechas mientras avanza el estudio.

Generalmente se considera que la validacion del método estd ligada
estrechamente con el desarrollo del método. De hecho, no es posible
determinar exactamente donde termina el desarrollo del método y donde
empieza la validacion. Por lo general, muchos de los parametros de

desempeno del método que estan asociados a su Vvalidacion son

32



Gabriela N3jera Estebanjuan Marco tedrico

evaluados, por lo menos aproximadamente, como parte del desarrollo del

método (Centro Nacional de Metrologia , 2005).

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus
parametros de desempefio son adecuados para el uso en un problema

analitico especifico, por ejemplo:

e Un método desarrollado para un problema especifico.

¢ Un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o
extenderlo a un nuevo problema.

e Un meétodo establecido usado en un laboratorio diferente o con
diferentes analistas o con diferente instrumentacion.

e Para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo,

entre un método nuevo y uno de referencia.

1.3.1 Parametros de desempeiio.

Un parametro de desempefio se define como un factor especifico y
necesario, que se evalia en la validacion de un método analitico
(Secretaria de Salud. Comisién de control analitico y ampliacion de

cobertura, 2011). Algunos de ellos son:

Intervalo lineal: éste define la habilidad del método para obtener
resultados de la seflal analitica proporcionales a la concentracion del

analito.

La evaluacion de este pardmetro también es util para la planeacion del
grado de calibracibn que se requiere cuando el método se utiliza
diariamente. La relacién entre la respuesta del instrumento con la
concentracién no tiene que ser perfectamente lineal para que un método
sea efectivo pero la curva debe ser repetible dia con dia (Centro Nacional
de Metrologia , 2005).
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Sensibilidad: es el cambio en la respuesta del instrumento que
corresponde a un cambio en la concentracion del analito. Es la pendiente
del intervalo lineal y cuanto mayor es ésta, mayor es la sensibilidad del
método (Secretaria de Salud. Comision de control analitico y ampliacion

de cobertura, 2011).

Cuando se ha establecido que la respuesta es lineal con respecto a la
concentracion y se ha determinado la intercepcion de la curva de
respuesta, la sensibilidad es un parametro util para calcular y usar en
féormulas de cuantificacion. La sensibilidad algunas veces se usa para
referirse al limite de deteccidén pero este uso no se acepta generalmente

(Centro Nacional de Metrologia , 2005).

Limite de deteccion: es la concentracion mas baja a la cual puede
detectarse el analito pero no necesariamente cuantificarse bajo las
condiciones experimentales establecidas (Secretaria de Salud. Comision

de control analitico y ampliaciéon de cobertura, 2011).

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la
propiedad relacionada, como en el analisis de trazas, es importante saber
cudl es la concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad
relacionada, que puede detectarse confiablemente por el método. La
importancia de determinar esto y los problemas implicitos surgen del
hecho que la probabilidad de deteccidn no cambia repentinamente de cero
a la unidad cuando se cruza un umbral. Los problemas han sido
investigados estadisticamente con detalle y se ha propuesto una gama de
criterios de decision. Surgen confusiones adicionales debido a que no
existe actualmente un acuerdo universal sobre la terminologia aplicada.
Se recomienda citar cualquier convencion que hayan utilizado al momento

de establecer el limite de deteccion.
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El limite de deteccidon, expresado como la concentracién c., o la cantidad
gL, se deriva de la medida mas pequefia X, que puede detectarse con
certeza razonable por un procedimiento analitico dado. El valor de x_ es
dado por la ecuacion (1):

X1, = Xp1 + kal (1)

Donde x;,; es la media de las mediciones del blanco y s, la desviacion
estandar de las mediciones del blanco y k es un factor numeérico elegido
de acuerdo al nivel de confianza deseado (Centro Nacional de Metrologia

, 2005).

Limite de cuantificacion: es la concentracion mas baja a la cual el
analito puede cuantificarse con una precision y veracidad aceptables bajo
las condiciones experimentales establecidas (Secretaria de Salud.
Comision de control analitico y ampliaciéon de cobertura, 2011). También
se define por diversas convenciones como la concentracion del analito
correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5, 6 o 10 desviaciones
estandar de la media del blanco. Asi que:

L, = kg0,
Q QYQ (2)

Donde L, es el limite de cuantificacion, o, es la desviacion estandar en
ese punto, y k, es el multiplicador cuyo reciproco es igual a la RSD
seleccionada y cuantificada. El valor por omision de k, propuesto por la

IUPAC es de 10.

Exactitud: expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La
validacién de un método busca cuantificar la exactitud probable de los

resultados evaluando tanto los efectos sisteméaticos como los aleatorios
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sobre los resultados. Normalmente la exactitud se estudia en dos
componentes: la veracidad y la precision. Adicionalmente, una expresion

cada vez mas comun de exactitud es la: incertidumbre de medicion.

Veracidad: se define como la proximidad de concordancia entre el valor
promedio obtenido de una serie grande de resultados de prueba y un valor

de referencia aceptado.

La evaluacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion
de la media de los resultados de un meétodo con relacion a valores
conocidos, es decir, la veracidad se determina contra un valor de
referencia. Se dispone de dos técnicas basicas: la verificacion con
respecto a los valores de referencia de un material caracterizado o de otro
meétodo caracterizado. Los valores de referencia son idealmente trazables
a patrones internacionales. Los materiales de referencia certificados por
lo general se aceptan como medio de proveer valores trazables y por lo
tanto, el valor de referencia es el valor certificado del Material de

Referencia Certificado (MRC).

Para verificar la veracidad utilizando un material de referencia, se
determina la media y la desviacion estandar de una serie de réplicas de
una prueba y se compara contra el valor caracterizado del material de
referencia (Secretaria de Salud. Comision de control analitico y ampliacion
de cobertura, 2011).

Precision: es la proximidad de concordancia entre los resultados de

pruebas independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas.

La precision depende soélo de la distribucidon de los errores aleatorios y no
se relaciona con el valor verdadero o valor especificado. La medida de la
precision generalmente se expresa en términos de imprecision y se

calcula como una desviacion estandar de los resultados de la prueba. Las
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mediciones cuantitativas de la precision dependen en forma critica de las
condiciones estipuladas.

Comunmente, la precision se determina para circunstancias especificas
las cuales en la practica pueden ser muy variadas. Las medidas de
precisibn mas comunes son la repetibilidad y la reproducibilidad; éstas
representan las dos medidas extremas de precision que pueden

obtenerse.

Repetibilidad: grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes porciones de una muestra homogénea por un solo analista,
usando los mismos instrumentos y meétodos en intervalos cortos de

tiempo.

Reproducibilidad intermedia o intralaboratorio: grado de
concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea por dos analistas o instrumentos diferentes, usando
el mismo método en diferentes dias (Secretaria de Salud. Comision de

control analitico y ampliacion de cobertura, 2011).

Recuperacion o recobro: cantidad del analito recuperada en la porciéon
de muestra o muestra adicionada cuando ésta es conducida a través del
medio analitico completo, y que permite evaluar la eficiencia de la
extraccion, proceso de preparacion e interferencias que puedan existir al
aplicarlo. Se expresa en términos de porcentaje (Secretaria de Salud.

Comisién de control analitico y ampliacién de cobertura, 2011).

Los métodos analiticos no siempre miden todo el analito de interés
presente en la muestra. Los analitos pueden estar presentes en una
variedad de formas en las muestras de las cuales no todas son de interés

para el analista. El método debe entonces disefiarse para determinar
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solamente una forma especifica de analito. No obstante, la incapacidad
de un método para determinar todo el analito presente puede reflejar un
problema inherente. Es necesario evaluar la eficiencia del método para

detectar todo el analito presente.

Una forma de determinar la eficiencia de extraccidon es agregar a una
matriz porciones de prueba fortificadas y se mide la concentracion del
analito. Un problema adjunto a este proceso es que el analito introducido
de este modo no estard tan fuertemente ligado como aquél que se
encuentra naturalmente en la porcibn de prueba de matriz y por
consiguiente, la técnica dara una impresion irrealmente alta de la
eficiencia de extraccion. Sin embargo, ésta es la forma mas comun de
determinar la eficiencia de recuperacion y estad reconocida como una

forma aceptable de hacerlo (Centro Nacional de Metrologia , 2005).

El porcentaje de recuperacion (% R) entre las muestras fortificadas y sin

fortificar se calcula como sigue:

wr=S"C%Y 100
o= * (3)

Donde CF es la concentracion de analito medida en la muestra fortificada;
CU es la concentracion del analito en la muestra sin fortificar; CA es la

concentracion del analito adicionado en la muestra fortificada.

Sesgo: es la diferencia entre el valor promedio obtenido de los resultados
de prueba con respecto a un valor de referencia aceptado o conocido
(Secretaria de Salud. Comisién de control analitico y ampliacion de
cobertura, 2011).

El sesgo caracteriza al error sistematico en un procedimiento analitico
dado y es la desviacion (positiva o negativa) de la medida de los

resultados analiticos con respecto al valor verdadero (conocido o
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aceptado). Puede existir uno o mas componentes del error sisteméatico
que contribuyen al sesgo. Una mayor diferencia sistematica con respecto

al valor de referencia aceptado se refleja por un valor de sesgo mayor.

El sesgo del método surge de los errores sistematicos inherentes al
método cualquiera que sea el laboratorio que lo usa (Centro Nacional de

Metrologia , 2005).

Incertidumbre: parametro asociado al resultado de un medicién que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian atribuirse
razonablemente al mensurando. Este parametro puede ser, por ejemplo,
una desviacion estandar o la mitad de un intervalo de confianza. La
incertidumbre de la medicion comprende en general muchos
componentes. Algunos de estos componentes pueden evaluarse a partir
de la distribucion estadistica de los resultados de una serie de mediciones
y pueden caracterizarse por medio de desviaciones estandar
experimentales (Incertidumbre Tipo A). Los otros componentes, que
también pueden ser caracterizados por desviaciones estandar, son
evaluados a partir de distribuciones de probabilidad supuestas basadas
en la experiencia u otra informacién (Incertidumbre Tipo B). Se entiende
que el resultado de la medicion es la mejor estimacién del valor del
mensurando y que todos los componentes de la incertidumbre, incluyendo
aquellos provenientes de efectos sistematicos, tales como los
componentes asociados con correcciones y patrones de referencia,

contribuyen a la dispersion.

Una estimacién de la incertidumbre de medicién considera todos los
efectos reconocidos que influyen en el resultado; las incertidumbres
asociadas a cada efecto son combinadas de acuerdo a procedimientos

bien establecidos.

La estimacién de la incertidumbre en quimica analitica debe considerar:
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La precision total del método en un periodo largo de tiempo.

El sesgo y su incertidumbre, incluyendo la incertidumbre estadistica
asociada a las mediciones del sesgo y la incertidumbre del material
de referencia o del método. Puede ser necesario incrementar la
estimacién cuando se detecte un sesgo importante que no ha sido
corregido.

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

Debe adicionarse cualquier otro efecto significativo que actua
ademas de los anteriores y que pudo no haberse aplicado
totalmente en un estudio de validacion, por ejemplo la temperatura
o los intervalos de tiempos permitidos por el método. Dichos efectos
pueden ser cuantificados por estudios de robustez o estudios
relacionados que establecen el tamafo de un efecto dado sobre el

resultado.

1.3.2 Estadistica.

La estadistica es una herramienta de trabajo fundamental para la mayoria

de las ciencias y la quimica analitica no es una excepcion.

Conceptualmente, la estadistica se define como el conjunto de métodos

cientificos que facilitan el analisis e interpretacion de la informacion

obtenida en un censo o recuento (Fernandez & Cordero, 2002).

Esta ciencia facilita la toma de decisiones mediante la presentacion

ordenada de los datos observados en tablas y graficos estadisticos;

reduciendo los datos observados a un pequefio niumero de medias

estadisticas que permitirdn la comparacion entre diferentes series de
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datos y estimando la probabilidad de éxito que tiene cada una de las

decisiones posibles.

1.3.3 Estadisticos.

Un estadistico es una medida que se puede usar para sintetizar un
conjunto de datos, son magnitudes numéricas cuyo Vvalor esta

determinado por los datos obtenidos (S. M. Ross, 2007).
Media

La media es el valor de la variable, obtenido al encontrar el cociente de la
suma de los valores de la variable de cada uno de los elementos de la

muestra entre el nUmero de observaciones (Fernandez & Cordero, 2002).

o xptxp e +x rix
%= n_ &i i (4)
n n

Mediana

Este estadistico también se utiliza para representar el centro de un
conjunto de datos y se define como el valor medio cuando los datos estan

ordenados de menor a mayor.

Se ordenan los valores de datos de menor a mayor. Si el nUmero de datos
es impar, la mediana coincide con el valor que se encuentra en la posicion
central en la lista ordenada; si el numero de datos es par, la mediana es

la media de los dos valores que ocupan las posiciones centrales.
Varianza y desviacion estandar

Tanto la varianza como la desviacion estandar miden la dispersion de los

valores observados con respecto a la media de la poblaciéon. La diferencia
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entre ellas es que mientras la primera esti dada en unidades al cuadrado,

la segunda tiene la misma unidad de medida que la media.

Si x4, %5, ..., x, conforman una muestra aleatoria la varianza es una funcién
de los desvios, de cada x; respecto a la media x, tiene la siguiente
expresion:
=\ 2
= (g — %)

§P= —/——— (5)
n

Dada una muestra x;, x,, ...., X, con varianza s?, la desviacién estandar se

define como

s =+s? (6)

Coeficiente de variacion

Cuando se desea hacer referencia a la relacién entre el tamafio de la
media y la variabilidad de las observaciones, se usa el coeficiente de
variacion. Esta medida es adimensional y permite comparar la variabilidad

de caracteristicas medidas en diferentes escalas (J. A. Di Rienzo, 2008).

CV ==%100

%)

(7)
Pruebas de hipoétesis

En general una hipotesis es una suposicion acerca de una situacion dada,
pero no todo supuesto es una hipotesis estadistica. Las hipotesis
estadisticas se refieren a las suposiciones que se formulen en relacién con

una o varias poblaciones estadisticas (C. Quintana, 1993).
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Hay dos tipos de hipodtesis que intervienen en el proceso de la prueba de
hipotesis: 1) La hipotesis nula (Ho) que es una declaracion de que no
existe diferencia entre el valor muestral (estadistico) y el valor poblacional
(pardmetro) que asevera que cualquier diferencia entre el estadistico y el
pardmetro es resultado de la casualidad y de fluctuaciones muestrales, y
que ademéas estda formulada en el proceso de prueba para ser
posiblemente rechazada; 2) la hipdtesis alterna Hi que es la declaracion
operacional y que es contraria a la hipotesis nula (M. N. Namakforoosh,
2005).

El nivel de significancia desempefa un papel importante en las pruebas
de hipodtesis, pues permite establecer, a priori, el grado de error que el
analista esta dispuesto a aceptar. El nivel de significancia se refiere a una
diminuta parte de los extremos o colas de una distribucion muestral. Si el
valor que se busca se ubica dentro de esa zona, entonces se concluye que
no es posible que el evento ocurra debido al azar, por lo que se rechaza
la hipoétesis nula (Ho) y; por consiguiente, se acepta la hipoétesis

alternativa (H1).

Al nivel de significancia se le denomina alfa (a). Valores a=0.05, o 5%
son los mas utilizados. Asi a= 0.05 significa que 95 de cada 100 veces, el
valor que se obtenga reflejara el valor verdadero de la poblacién, y que 5

veces de 100 no lo reflejara (existira error) (Moncada, 2005).
Prueba t de Student

La prueba t de Student se deriva de las distribuciones t; estas son una
familia de distribuciones simétricas con forma de campana. Las pruebas t
de Student se pueden usar para comparar diferencias entre las medias de
dos grupos u observaciones (independientes), o para comparar medias
de dos observaciones (pareadas o apareadas) [Tabla 3]. Los requisitos

que se deben cumplir para una prueba t de Student son:
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1. Las muestras deben seleccionarse aleatoriamente.

2. La variable dependiente debe estar lo mas normalmente distribuida
en la poblacion.

3. Las desviaciones estandar de las dos muestras deben ser bastante
similares.

4. Los valores de la variable dependiente deben ser medidos al nivel

de intervalo o razén (Moncada, 2005).

Tabla 3 Pruebas t-student.
Comparacion t de Student Grados de libertad

De una media

experimental _ n
con t=0G-w- n-1
un valor
conocido
Desviaciones estandar muestrales iguales
NS
n N n,+ n, — 2
De dos medias $2 = (n — Dsf + (n, — Ds3
experimentales (n + ny, —2)
L . . (i+ i)z
Desviaciones estandar muestrales desiguales n, n,
(X — X3) st Sf

_ 1
R W2, — D ndn, — D
st s
n, m

Fuente: Elaborada a partir de N. J. Miller, 2002

Prueba F de Fisher

Esta prueba se emplea para comparar varianzas cuando se desea
establecer una resolucion acerca de diferentes poblaciones o del efecto de
muchas variables estudiadas simultaneamente. La prueba F esta basada
en una distribucion estadistica y sus valores se encuentran agrupados en

tablas. F es la razén de dos varianzas (la mayor dividida por la menor):
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SZ

F = donde s? > s3 (8)

2
S2

Si el valor de F calculado a partir de las varianzas a comparar es mayor
que el valor dado en la tabla para los grados de libertad adecuados,
entonces la dispersion de las dos poblaciones es diferente (G. H. Brown,
1967).

Analisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza (Analysis Of Variance) se utiliza para contrastar la

hipdtesis nula de que k medias son iguales, es decir:
HO: fl = fz = .7Z3 == f4_

El andlisis de la varianza se basa en la comparacion de la variabilidad que
hay entre los grupos (intergrupo) con la que hay dentro de los grupos
(intragrupo), proporcionando el estadistico F para contrastar la hipotesis
nula de igualdad de medias en los grupos [Tabla 4] (J. Toméas-Sabado,
2010).

Existen diferentes clases de ANOVA, y el uso de ellas depende de la
cantidad y nivel de medicion de las variables independientes, de si el

disefio es de grupos independientes, de medidas repetidas, o ambas:

e ANOVA de un factor para grupos independientes
¢ ANOVA de un factor para medidas repetidas

e ANOVA factorial

e ANOVA mixta
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Por lo anterior, se dice que ANOVA es un procedimiento que permite

comparar diferencias o interacciones entre muchos grupos (Moncada,

2005).
Tabla 4 Resumen de sumas de cuadrados y grados de libertad para ANOVA de un factor.
Fuente Suma de cuadrados Grados de Varianza Fcalc
(SS) libertad (MS)
Entre grupos k MS.. = SSent
SSent = Z ng (fk - 7?)2 ent = k-1
k=1 k—1
Dentro de k| Jk N-—k VS, — SSien
grupos SSaen = ZZ(XM — X)? RT™N—k F
MSen:
Total k| Bk N-1 Us. = ST MS;en
SST=ZZ(xkj—J=C)2 TENZ-1
k=1j=1

ent= entre grupos, den= dentro de grupos,
Fuente: Elaborada a partir de N. J. Miller, 2002
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2. METODOLOGIA
2.1 Materiales y reactivos.

2.1.1 Instrumentacion.

Para la determinacién de formaldehido por SIA se utilizé tuberia de teflon
de 1/16 pulgadas de diametro interno para hacer el bucle de espera de
200 cm y un reactor en serpentin de 300 cm. La deteccion se realizé por
fluorimetria con un Flourimetro FIAlab ® PMT-FL.

Como sistema de propulsion se utilizé un bomba peristaltica ISMATEC ®
Modelo ISM834C y como sistema de inyeccion una valvula de seleccion
automatica Rheodyne Modelo MXX777-605 de 10 puertos. Para el control
de temperatura a 60+0.1 °C se oper6 un bafio de agua controlado con un

microprocesador 280 Thermo Scientific Modelo 2825.

Para la preparacion, normalizacion y valoracion de los reactivos
empleados se utiliz6 una balanza analitica Ohaus Modelo E12140, un
potencidmetro OAKTON pH 500 Modelo 00702-75 asi como material de

vidrio de uso comun.

2.1.2 Reactivos y disoluciones.

Los reactivos utilizados fueron grado analitico y las disoluciones se
prepararon con agua destilada, todas las disoluciones se sonicaron antes

de ser utilizadas.

Formaldehido 37% en H>O (Sigma-Aldrich): a partir de este se preparo
una disolucién madre de formaldehido, tomando 1000 pL del reactivo y
llevando a 100.0 mL; posteriormente se valoré con HCl y Na>SOz (Anhexo
I). A partir de la disolucibn madre se prepararon diferentes disoluciones

estandar para evaluar los parametros de desempefio.
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Acetato de amonio 98% (Analit): se pesaron 2.00 g del reactivo, se
disolvieron y aforaron a 10.0 mL (2.5 mol/L), se ajustdé el pH usando
acido acético para bajar a pH 6 o hidroxido de amonio para aumentar a
pH 6.

2,4-pentanodiona 99% (Sigma-Aldrich): se tomaron 200 puL, se
agregaron 7 mL de agua y se sonicaron durante 30 minutos para

homogenizar la disolucion, finalmente se afor6é a 10.0 mL (0.2 mol/L).

Formaldehido estandar certificado 1000 pg/mL (Sigma-Aldrich) Lote
LRRA8092 (Anexo II: Certificado de analisis)

2.1.3 Muestras.

Se analizaron 6 muestras de agua comerciales y agua corriente

1. Marca 1 1 L (agua purificada) Lote PL7 02:12
Caducidad: 27/may/16
2. Marca 2 600 mL (agua purificada) Lote 00:45 717 4
Caducidad: 05/nov/15
3. Marca 3 1 L (agua preenvasada para consumo humano) Lote A4
11:33 L144 Caducidad: 23/may/17
4. Bebedero Facultad de Quimica* 12 mL
Fecha de muestreo: 05/jun/15
5. Delegacion lztapalapa* 12 mL Fecha de muestreo: 03/jun/15
6. Delegacion Gustavo A. Madero* 12 mL

Fecha de muestreo: 10/jun/15

*Método de muestreo: se utilizaron viales de 12 mL nuevos, se dejo correr
suficiente agua asegurandose de que se limpiara la tuberia y se procedi6
a tomar la muestra llenando el vial a su maxima capacidad para evitar
pérdidas por volatilizacion. Las muestras se conservaron a 4 °C no por

mas de una semana.
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El portador, los reactivos y disoluciones fueron desgasificados antes de

introducirse a la configuracion SIA.

2.2 Procedimiento.

2.2.1 Configuracion SIA.

En primer lugar, para conocer el valor de caudal proporcionado por la
bomba peristaltica se realizd una calibracion para el tubo de bomba
seleccionado en donde se determind la equivalencia entre las revoluciones
por minuto (rpm) y el caudal. Las pruebas para la reaccion de

formaldehido se hicieron a 0.8 mL/min y 0.5 mL/min.

Para la configuracion SIA fue necesario limpiarla periédicamente con acido
nitrico diluido para asegurar que no hubiera residuos de otros

experimentos dentro de las tuberias.

Para estabilizar el sistema y eliminar las burbujas de aire se hizo pasar el
portador durante media hora antes de empezar. El procedimiento para la
determinacion de formaldehido fue: a través de la valvula de seleccion se
aspiraron tanto los reactivos como la muestra en el siguiente orden:
formaldehido-acetato de amonio-2,4-pentanodiona-formaldehido, que
fueron enviados hacia un bucle de espera de 200 cm, posteriormente, al
cambiar la direccion del flujo, fueron llevados al reactor de reaccién de
300 cm gue se encontraba sumergido en un bafo de agua a 60+0.1 °Cy
donde se llevé a cabo la reaccion de derivatizaciéon. Finalmente el
producto de reaccidon formado fue medido a Aex = 415 nm y Aem = 500
nm. En la Figura 9 se muestra la configuracion de inyeccion secuencial

(SIA) que se utilizo.

En la Tabla 5 se resume la secuencia empleada para llevar a cabo la
determinacion de formaldehido usando la configuracion SIA de la Figura
9.
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Bomba
peristaltic
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Fortador (Agua)

espera
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Formaldehideo

Feactor

Temperatura
60 *C

Detector

v

Residuos

Acetato de
amonio pH=&

2,4-pentancdiona

Figura 9 Configuracion SIA empleada.

Tabla 5 Secuencia final de aspiracién de reactivos y muestras para determinar formaldehido.

Paso Posicion Funcion Volumen Tiempo Direccidn de Descripcidn de la etapa
[mL] [s] flujo

1 7 Aspirado 40 5 Bucle de Aspirado de muestra (F)
espera

2 8 Aspirado 100 12 Bucle de Aspirado de buffer (B)
espera

3 9 Aspirado 40 5 Bucle de Aspirado de 2,4-
espera pentanodiona (P)

4 7 Aspirado 40 5 Bucle de Aspirado de muestra (F)
espera

5 10 Inyeccion 1600 200 Reactor Inyeccion del bolo

2.2.2 Linealidad y sensibilidad.

Para la evaluaciéon de estos parametros se realizaron curvas de calibracion

probando concentraciones de formaldehido de 0.01 mg/L hasta 20.00

mg/L, con el fin de encontrar el intervalo lineal. En la Tabla 6 se muestran

los volumenes necesarios para la elaboracion de la curva de calibracion a

partir de una disolucion madre de concentracion 10.00 mg/L. Después de

haber obtenido la curva de calibracion se realizé6 un analisis estadistico

(analisis de residuos, datos anémalos, intervalo de confianza, etc.) para
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definir la ecuacion de recta a utilizar; también se efectué una prueba de
significancia t-student con el fin de determinar la correlacion entre la

concentracion y la intensidad de fluorescencia.

Tabla 6 Volumenes para la curva de calibracién a partir de una disolucién madre
de 10.00 mg/L

Concentracion Volumen Volumen de
HCOH [mg/L] | tomado [pL] | aforo [mL]
0.05 25
0.10 50
0.30 150 5.0
0.50 250
0.80 400
1.00 500

2.2.3 Limites de deteccion y cuantificacion.

Se analiz6 por sextuplicado el blanco, este consisti6 en aspirar como
muestra agua destilada. Utilizando las ecuaciones (9) y (10) se calculé el
limite de detecciéon y cuantificacion (N. J. Miller, 2002).
LD = yp +3s
B B (9)

LC = + 10s
VB B (10)
Donde

LD = Limite de detecciéon
LC = Limite de cuantificacion

yp = sefial del blanco
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sg = desviacién estandar del blanco
2.2.4 Precision (Reproducibilidad y repetibilidad).

La precision se evalu6é como reproducibilidad parcial o intralaboratorio y
como repetibilidad, durante siete dias se prepararon dos disoluciones de
igual concentracion (0.60 mg/L) y se analizaron por triplicado. Mediante
un analisis de varianza (ANOVA) y las ecuaciones (11) y (12), se
obtuvieron la repetibilidad y reproducibilidad como coeficientes de
variacion (CV).

2 _ MCentre = MCaentro

Sentre = n (11)
]

2 2 2
SWR = Sr + Sentre (12)

Donde

s2.re = varianza entre dias

MC,pire = cuadrados medios entre dias
MC4eniro = cuadrados medios dentro de dias
s? = varianza de la repetibilidad

s&r = varianza de la reproducibilidad

2.2.5 Selectividad.

Para este parametro se determind la posible interferencia de especies
presentes en agua potable; para tal caso se efectud el andlisis de 6
interferencias: carbonato de sodio (Na:CO3), cloruro de sodio (NacCl),
nitrato de potasio (KNO3), sulfito de sodio (Na2S03), acetaldehido
(CH3COH) y &cido acético (CHsCOOH).
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Se prepararon disoluciones madre de concentraciéon 6000 mg/L, para cada
interferencia y se evaluaron a una concentracion de 0.6 mg/L adicionando

una concentracion 0.6 mg/L de HCOH.

Con base en los resultados obtenidos se modificaron las concentraciones

hacia mayores o menores niveles segun la interferencia estudiada.

Para determinar si la especie en estudio se presenta como una
interferencia en la determinacion del analito se compararon las medias
muestrales de las interferencias con una disolucion de formaldehido 0.6

mg/L utilizando el contraste t-student.

2.2.6 Exactitud.

En esta prueba se utiliz6 un estandar certificado de formaldehido
(Formaldehyde IC Standard-100 mL) con una concentracion de
1000+£29.1 ug/mL. Se tomaron 50.0 pyL del estandar y se aforaron a 5.0
mL para obtener una disolucién de 10.0 mg/L, a partir de ésta se

prepararon disoluciones de 0.1, 0.5, 0.6 y 0.8 mg/L [Tabla 7].

Las disoluciones fueron analizadas con la configuracion SIA y se
calcularon las concentraciones de éstas con la curva de calibracion. Se
compar6 la media muestral con el valor de referencia para determinar si

el método era exacto o no.

Tabla 7 Volimenes tomados a partir de una disolucién madre de 10.00 mg/L
roveniente de un MRC para la evaluacion de exactitud.

Concentracion Volumen Volumen de
HCOH [mg/L] | de estandar[pL] | aforo [mL]
0.1 50
0.5 250
0.6 300 5.0
0.8 400
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2.2.7 Veracidad.

2.2.7.1 Recobros y analisis de muestras.
En primer lugar se analizaron las muestras tal y como fueron
muestreadas, conforme a los resultados se agregaron concentraciones
conocidas para fortificar, en un nivel alto (0.8 mg/L) y uno bajo (0.2
mg/L), finalmente se realizé el analisis de cada muestra por triplicado y
se calcul6 el porcentaje de recuperacion.
Como analisis estadistico se realiz6 una prueba t-student para comparar

los porcentajes de recuperacion y el 100.0 % de recuperacion (tedrico).

2.2.7.2 Sesgo.
Para la evaluaciéon de este pardmetro se recurrié a los resultados de

recuperacion para las muestras fortificadas y mediante la aplicacion de
las ecuacion (13) y una prueba t-student (ecuacion (14)) se determind la
posible existencia de una diferencia estadisticamente significativa entre

la concentracion obtenida y la concentracion agregada.

S=X-X,
(13)
Donde
S = sesgo
X = valor promedio de las lecturas
X, = valor de referencia o esperado
cal S\/H

Donde

teqn = t — student calculado
|X — X,| = valor absoluto del sesgo
s = desviacion estandar de las lecturas
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n = numero de lecturas

2.2.9 Estimacion de la incertidumbre.

Para conocer la incertidumbre del método no fue necesario realizar un
procedimiento experimental, ésta se estim6 usando como referencia un
diagrama de Ishikawa o de espina de pescado, el cual involucra las
fuentes de error en la determinacion de formaldehido. Este diagrama se
construy6 tomando como referencia un documento del Centro Nacional
de Metrologia (CENAM) (lI. Angel S, 2010) en el cual se menciona que
debe estar constituido por un eje central horizontal conocido como “linea
principal o espina central en donde se coloca el problema que se este

analizando, en este caso la cuantificacion de formaldehido.

Posee varias flechas inclinadas que se extienden hasta el eje central, al
cual llegan desde su parte inferior y superior. Cada una de ellas
representa un grupo de causas (fuentes de error) que inciden
directamente en el problema. Cada una de estas flechas a su vez son
tocadas por flechas de menor tamafo que representan las “causas

secundarias” de cada “causa” o “grupo de causas del problema”.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
3.1 Configuracion SIA.

3.1.1 Caudal.

En un trabajo previo llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion
(E. G. Carrillo, 2014) se establecieron las condiciones 6ptimas para la
determinacion de formaldehido usando una configuracion SIA en
concentraciones de 0.96 mg/L a 4.8 mg/L, similar a la de la Figura 9 pero
con soélo tres pasos de aspiracion: formaldehido, acetato de amonio, 2,4-
pentanodiona. Esta metodologia contaba con las caracteristicas mostrada
en la Tabla 8. Sin embargo para poder cuantificar concentraciones
menores a 1.0 mg/L se hicieron algunas modificaciones a esta

configuracion inicial.

Tabla 8 Condiciones iniciales para determinar formaldehido siguiendo la secuencia de aspiraciéon

F-B-P.
Parametro Valor
Caudal de aspiracion 0.6 mL/min
Caudal de dispension 0.8 mL/min
Orden de aspiracion FBP
Volumenes aspirados F: 40 pyL, B: 100 pL, P: 40 pL
Concentracion de reactivos B: 2.5 mol/L, P: 0.2 mol/L

F=formaldehido, B=acetato de amonio, P=2,4-pentanodiona

Con estas condiciones se tenian problemas de burbujas dentro del canal
del portador cuando pasaba a través del reactor colocado en el bafo de
agua, para evitar esto se decidio bajar la velocidad de flujo de 0.8 mL/min
a 0.5 mL/min. En la Figura 10 se percibe como la presencia de aire en el
sistema altera la forma del pico, mientras que a un caudal mas bajo la

forma del pico es mas definida.
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Sin embargo aun se formaban eventualmente burbujas en el sistema.
Para no tener problemas en la deteccion se mantuvo el flujo por un minuto
mas después de la deteccion para que salieran del sistema las burbujas
formadas; inmediatamente después se realizaba la siguiente inyeccion de

muestra y reactivos.

0.8 mL/min 0.5 mL/min
= 12000 = 3500
c z
E 10000 E 3000
£ =000 g 2200
: :
= = 2000
* 5000
- = 1500
- -
4000
5 <= 1000
1] 1]
2000
E E 500
= 0 E o !
0 50 100 150 ) 100 200
Tiempo[s] Tiempo [s]
a) b)

Figura 10 a) Sefal a 0.8 mL/min y b) sefial a 0.5 mL/min con una concentracion de 1.00 mg/L
de formaldehido. Las demas condiciones de analisis se mantuvieron como se menciona en la Tabla
8.

3.1.2 Orden de aspiracion.

Con la configuracion inicial la concentracion mas baja que daba una sefal
diferente a la del blanco era de 1.00 mg/L; sin embargo en lo establecido
en la NOM-201-SSA1-2002, el Ilimite méaximo permisible para
formaldehido es 0.9 mg/L. Con el resultado anterior se puede decir si una
muestra esta fuera de la normatividad o esta por debajo del primer punto

de la curva de calibracion; pero no se puede saber en qué concentracion.

Para observar concentraciones menores a 1.00 mg/L se decidi6 volver a

aspirar formaldehido después de la 2-4-pentanodiona, asi el orden de
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aspiracion fue: formaldehido (F), acetato de amonio (B), 2,4-
pentanodiona (P) y formaldehido (F); al realizar este procedimiento se
observo que la sefial para el blanco disminuy6 [Figura 11], permitiendo

asi bajar el nivel de concentracion cuantificable de formaldehido.

1600 Configuracion de aspiracion

1400 -

200 -

[
o
o
o
1

800 -
FBP

600 -
——FBPF

400 -
200 -

Intensidad de fluorescenc

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Tiempo [s]

Figura 11 Intensidad de fluorescencia del blanco usando los dos ordenes de aspiracion
(F: formaldehido, B: acetato de amonio, P: 2,4-pentanodiona).

Finalmente, las condiciones Optimas para la determinacion de
formaldehido a concentraciones menores a 1.00 mg/L usando el sistema

SIA se resumen en la Tabla 9.

3.2 Linealidad y sensibilidad

3.2.1 Linealidad.

A menudo, la relaciéon entre las variables X'y Y s6lo es lineal en un dominio
limitado de valores de X; asi como parte de los primeros experimentos se
busco el intervalo lineal para concentraciones de formaldehido usando la
configuracion inicial de aspiracion FBP. Con este orden se probaron
intervalos de 1.00 mg/L a 18.00 mg/L de HCOH [Figura 12]; sin embargo

no se obtiene un coeficiente de correlacién (r=0.985) que nos diga que
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los puntos experimentales se ajustan a una linea recta. Dado lo anterior
se opto por bajar a un intervalo de 1.00 mg/L a 12.00 mg/L [Figura 12];
al realizar este ajuste se obtuvo un mejor coeficiente de correlacion, por

lo tanto una mejor linealidad.

Tabla 9 Condiciones 6ptimas del método SIA.

Parametro Valor 6ptimo
Orden de aspiracion FBPF
Volumen aspirado de formaldehido 40 L
Volumen aspirado de buffer pH 6 (2.5 mol/L) 100 pL
Volumen aspirado de 2,4-pentadiona (0.29 mol /L) 40 L
Temperatura del reactor 60 ° C
Aexcitacién 415 nm
Aemision 500 nm
Velocidad de aspiracion 0.5 mL/min
Velocidad de inyeccion 0.5 mL/min

No obstante ya se ha mencionado que el LMP para HCOH es 0.9 mg/L por
lo que para poder bajar las concentraciones cuantificables se utilizé las
condiciones descritas en la Tabla 9 con el nuevo orden de aspiracion

FBPF.
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Curva de calibracion HCOH
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Concentracién HCOH [mg/L]

Figura 12 Curvas de calibracion de formaldehido usando el orden de aspiracion FBP.

En estas condiciones se obtuvieron 2 intervalos lineales: uno de 0.05
mg/L a 1.00 mg/L y otro de 2.00 mg/L a 12.00 mg/L [Figura 13]. Con el
objeto de poder cuantificar la menor cantidad de formaldehido en agua
potable, el intervalo que se uso para la evaluacion del método fue de 0.05

mg/L a 1.00 mg/L.

3.2.2 Sensibilidad.

Con lo anterior se estableci6 el intervalo lineal del método para
concentraciones bajas (0.05 mg/L - 1.00 mg/L); no obstante aun no se
definia por completo la sensibilidad del método, por lo que se realizaron
otras curvas de calibracion; esto no solo establecio la sensibilidad del
método si no también detall6 la ecuacidén de la recta para la curva de
calibracion de HCOH.

Para esto se modificaron factores que podrian afectar en la obtencion de
la curva de calibracion; tales como la forma de preparar los puntos de la

curva (diluciéon, volumen preparado) y estabilidad de reactivos.
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Figura 13 Intervalos lineales obtenidos usando el orden de aspiracién FBPF.
a) Intervalo lineal 0.05-1.00 mg/L b) Intervalo lineal 2.00-12.00 mg/L

Se obtuvieron cuatro curvas de calibracion (Anexo III) con una

pendiente promedio de 2064.84+55.08 mg/L, lo cual indica una alta

sensibilidad del

método;

esto quiere decir que la sefal varia

significativamente cuando hay un pequefio cambio en la concentracién del

analito [Figura 14].
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Figura 14 Curva de calibracién promedio.

Con una simple inspeccion visual se observa que la curva de calibracion

se representa como una regresion paramétrica; sin embargo es necesario

hacer un estudio mas a fondo para determinar si existe homocedasticidad

de los datos, para esto se realizé el analisis de residuos de la curva de

calibraciéon. En la Figura 15 se nota que no existe tendencia alguna en

los residuos aunque el residuo que corresponde a la concentracion 1.00

mg/L podria ser un dato anémalo en la curva de calibracion; para

comprobar si lo es 0 no se realizé un estudio de la distancia de Cook (N.

J. Miller, 2002).
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Figura 15 Residuos de la curva de calibracion.

En el andlisis de la distancia de Cook se utilizé el programa estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI y mediante la funcion Modelos Lineales
Generalizados se obtuvo el estudio de la distancia de Cook (Estadistico
que mide la distancia entre la estimacion de los coeficientes del modelo
lineal con y sin cada observacion). En la Tabla 10 se muestra que no
existen valores inusuales (>1) para la distancia de Cook, por lo tanto no

existen datos anémalos.

Tabla 10 Andlisis de la distancia de Cook.

Fila | Concentracion Distancia
[mg/L] de
Cook
47 0.190815
48 0.281808
1.0

50 0.124959
51 0.0845689
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Para hacer una comparacion estadisticamente significativa entre las
cuatro curvas de calibracion en estudio se realiz6 una prueba t-student
de una recta global* [Tabla 11] (Instituto de Salud Publica., 2010),
empleando las curvas antes descritas. Esto se consiguié mediante el uso

de la ecuacion (15)
- |r|vn — 2
N

(15)

Donde

t, = valor del estimador t — student obtenido para el coeficiente de correlaciéon
|r| = valor absoluto del coeficiente de correlacion
n = namero de niveles

r? = valor del coeficiente de determinaciéon

Hipotesis:
Ho= No existe correlacion estadisticamente significativa entre las
variables Yy X.

Hi= Existe correlacion estadisticamente significativa entre las variables Y
y X.

*Para calcular la recta global se debe tener el mismo nidmero de niveles en la curva de calibracion.
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Tabla 11 Parametros de la recta global.

Ecuacion de la
recta global y = 2020.70+(261.45)x + 763.99+(151.46)

Coeficiente de 0.9990

correlacion ()

Coeficiente de 0.9982

determinacion (%)

Namero de niveles (n) 4

Como resultado se tiene una tr =33.3 y una ttania=4.30, por lo tanto al
ser t> twnia S€ rechaza Ho y se acepta Hi (existe correlacion entre las

variables X'y Y).

3.3 Limites de deteccion y de cuantificacion.

Como ya se ha mencionado existen diversas formas de calcular el limite
de deteccidén y cuantificacion; en este caso los limites fueron calculados a

partir del analisis del blanco y los resultados que se obtuvieron son:

Limite de detecciéon: 0.01 mg/L

Limite de cuantificacién: 0.05 mg/L

3.4 Precision (Reproducibilidad intralaboratorio y
repetibilidad).

Los experimentos se realizaron con una concentracion media del intervalo
lineal (0.60 mg/L). Los datos mostrados en la Tabla 12 son resultado de
los experimentos con los cuales se realizo el analisis de varianza [Tabla
13] y se usaron las ecuaciones (11) y (12) para obtener la precision del

método.

65



Gabriela N3jera Estebanjuan

Tabla 12 Resultados del andlisis de una disolucién 0.6 mg/L de formaldehido.

Resultados y discusidn de resultados

Dia HCOH [mg/L] HCOH [mg/L]
1 0.5276=x0.0248 0.4750x0.0247
2 0.4951+0.0176 0.6103x0.0702
3 0.5603x0.0217 0.5330+0.0130
4 0.5291+0.0135 0.5289+0.0056
5 0.4855+0.0173 0.4938+0.0239
6 0.4996+0.0255 0.5075+x0.0126
7 0.5070%x0.0151 0.4961+0.0172

Tabla 13 ANOVA para repetibilidad y reproducibilidad.
Origen de las variaciones | Suma de | Grados de | Promedio de
cuadrados | libertad | los cuadrados
Entre grupos 0.0074 6 0.001236
Dentro de los grupos 0.0085 7 0.001216
Total 0.0159 13
Los resultados obtenidos para repetibilidad y reproducibilidad

intralaboratorio fueron 6.73 % y 6.76 %, respectivamente; éstos se
encuentran expresados como desviacion estandar relativa o coeficiente
de variacion de Pearson.

Con base en estos resultados se dice que el método SIA tiene una buena
precision (menor a 10.00 %) y al obtener valores muy cercanos se
concluye que se cometen los mismos errores dentro de dias y entre dias.
Esto nos confirma que los métodos SIA pueden ser utilizados para

simplificar analisis obteniendo resultados repetibles y reproducibles.

3.5 Selectividad.

El analisis de las interferencias se dividido en compuestos inorganicos y
organicos que podrian estar presentes en agua potable. Para el estudio

de interferencias siempre se utilizO una concentracion constante de
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formaldehido de 0.6 mg/L. En la Tabla 14 se muestran las interferencias
analizadas, la concentracion de éstas y el error obtenido.

Se comenz6 con un ensayo en donde se evalud la misma relacion de
concentraciones entre formaldehido y la interferencia (1:1); en los casos
donde hubo una disminucién o aumento en la altura de pico se probaron

otras relaciones de concentraciones.

Tabla 14 Analisis de interferencia en diferentes concentraciones y porcentaje de error asociado.

Interferencia Concentracion del Concentracion %
analito en estudio de HCOH Error*
[mg/L] calculada
[mg/L]

NacCl 0.12 0.5749+0.0600 1.08
0.30 0.5623+0.0192 3.25

0.60 0.5846+0.0212 -0.58

1.20 0.5738+0.0136 1.27

6.00 0.6239+0.0133 -1.27

Na>S0s3 0.30 0.5204+0.0349 7.25
0.60 0.4825+0.0482 17.14

1.20 0.4060+0.0286 22.30

6.00 0.3598+0.0420 31.14

KNO3 0.60 0.5638+0.0119 1.08
6.00 0.6300+0.0160 2.67

Na2COs3 0.60 0.5689+0.0253 0.19
6.00 0.4925+0.0162 5.74

CHsCOH 0.60 0.5665+0.0130 2.06
CH3:COOH 0.60 0.5195+0.0127 10.18

Fdesviacion estindar, * con respecto a la disolucion 0.6 mg/L de formaldehido

En la Tabla 14 se observa que los errores mas altos son para Na>SOs3,
Na>COz y CHs3COOH, lo que indicaria que estas especies son una
interferencia en la determinacion de formaldehido, sin embargo para
tomar un criterio de aceptacion estadisticamente significativo se realizo
una prueba de hipdtesis con el contraste de significacion t-student, para

comparar las medias muestrales. Antes de esto se debe conocer si las
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varianzas de estos grupos muestrales son iguales o diferentes, para tal
efecto se realiz6 en primer lugar una prueba F de Fisher. Dependiendo del
valor obtenido se decidié qué tipo de prueba t-student era conveniente;

suponiendo varianzas iguales o varianzas desiguales [Tabla 15].
El ensayo de hipotesis para la prueba F es:

Ho= No existe diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas
de la concentracion de HCOH con o sin interferencia.

Hi= Existe diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas de
la concentracion de HCOH con o sin interferencia.

El estadistico F se calcul6 a partir de la ecuacion (16) ; 1 y 2 se arreglan
de manera que F siempre sea = 1.

S2 (16)

Donde

F = estadistico F de Fisher
s? = varianza del grupo muestral 1
s? = varianza del grupo muestral 2

Para Ftania Se uso la Tabla | (Anexo IV) con grados de libertad n — 1 para

el numerador (v,) y el denominador (v,)
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Resultados y discusidn de resultados

Tabla 15 Tipo de varianza que presentan las interferencias analizadas.

Interferencia/ Fcalculada Ftabla Decision | Prueba t-

Concentracion student
[mg/L]
NacCl /0.12 10.162 6.227 Se Varianzas
rechaza | desiguales
Ho

NacCl /0.30 4.996 7.388 Se acepta | Varianzas
Ho iguales

NacCl /0.60 6.104 7.388 Se acepta | Varianzas
Ho iguales

NacCl /1.20 2.489 8.434 Se acepta | Varianzas
Ho iguales

NacCl /6.00 12.944 39.170 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

Na>SO03 /0.30 1.660 9.605 Se acepta | Varianzas
Ho iguales

Na>S0s3 /0.60 6.646 5.820 Se Varianzas

rechaza | desiguales

Ho

Na>S03 /1.20 3.832 39.250 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

Na>S03 /6.00 8.264 39.250 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

KNOs /0.60 1.933 14.730 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

KNOs /6.00 7.243 39.250 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

Na>COs3 /0.60 8.809 15.100 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

Na>COs3 /6.00 3.622 15.100 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

CH3COH /0.6 3.549 15.440 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales

CH3COOH /0.6 3.374 15.100 | Se acepta | Varianzas
Ho iguales
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Conociendo que tipo de prueba t-student debemos emplear en la
comparacion de las medias muestrales se utilizé la funciéon Prueba t para
dos muestras suponiendo varianzas iguales o Prueba t para dos muestras
suponiendo varianzas desiguales que proporciona el programa Microsoft

Excel.

El calculo del estadistico t-student también se puede obtener a partir de
las ecuaciones (17) para varianzas iguales y (18) para varianzas

desiguales.
(-5
/ 1 1
S n_l + n_z

(ny — st + (np, — 1)s3
(ny +n, —2)

17)
2 =

S

(X — %)
st 83
ng, Ny

(18)

* con grados de libertad =

+
n% (ny—1)

Las pruebas de hipétesis a evaluar fueron:

Ho= No existe diferencia estadisticamente significativa entre la
concentracion de formaldehido y la concentracion de HCOH con

interferencia
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Hi= Existe diferencia estadisticamente significativa entre la concentracion

de formaldehido y la concentracion de HCOH con interferencia.

Tabla 16 Prueba de significancia para interferencias.

Interferencia/ tealculada | ttabla Decision
Concentracion [mg/L]
NacCl /0.12 0.266 |2.570| Se acepta Ho
NacCl /0.30 2.181 | 2.262| Se acepta Ho
NacCl /0.60 0.360 |2.262 | Se acepta Ho
NacCl /1.20 1.024 | 2.365 | Se acepta Ho
NacCl /6.00 0.268 |2.570| Se acepta Ho
Na>S03 /0.30 0.652 | 2.306 | Se acepta Ho
Na>S03 /0.60 4.336 |2.306 | Se rechaza Ho
Na>S03/1.20 6.419 | 2.447 | Se rechaza Ho
Na>S03 /6.00 6.307 | 2.447 | Se rechaza Ho
KNOs /0.60 0.808 |2.262 | Se acepta Ho
KNOs3 /6.00 1.721 | 2.447 | Se acepta Ho
Na>CO3 /0.60 0.085 |2.365| Se acepta Ho
Na>C0s3 /6.00 2.613 | 2.447 | Se rechaza Ho
CH3COH /0.6 1.612 | 2.447 | Se acepta Ho
CH3COOH /0.6 8.280 | 2.365 | Se rechaza Ho

Se observa en la Tabla 16 que para la interferencia sulfito de sodio en
concentraciones = 0.60 mg/L existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la concentracion de formaldehido y la concentracion de
éste cuando se encuentra presente. Esto se explica con base en la
reaccion de adicion donde sulfito de sodio reacciona con formaldehido
formando hidréxido de sodio y el producto de adicion CH2(NaSO3)OH,
éste no reacciona con 2,4-pentanodiona y la sefal que se obtiene solo es

del formaldehido que no reacciona con Na>SOs.

CHOH + Na>SO3 + H20 - CH2(NaSO3)OH + NaOH
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El i6n sulfito puede estar presente en algunas aguas residuales pues éste
se agrega en el agua de alimentacion de calderas como atrapador de
oxigeno (B. E. Jiménez, 2001; Manahan, 2006). En aguas naturales se
puede encontrar debido a que se utiliza como agente declorante (M.
Tikkanen, 2001), sin embargo no se tiene reporte de altas
concentraciones de éste; por lo tanto se espera que no interfiera en la

determinacion de formaldehido en muestras de agua potable.

Para Na>COsz también se observa una diferencia estadisticamente
significativa cuando se encuentran en la muestra; sin embargo si se
considera la precision del método no seria una interferencia en la

determinacion de formaldehido.

Finalmente se encuentra que acido acético es una interferencia para la
determinaciéon de formaldehido y podria encontrar explicacion en la
interaccion que presenta con la fluorescencia. En la literatura se reporta
que una disolucién de acido acético presenta dos bandas en fluorescencia,
una que va de 330-493 nm y otra de 534-665 nm (Y. Liu, 2003), entonces
al tener acido acético en la muestra éste afectard en la deteccion del
analito debido a que parte de la fluorescencia sera captada por las

moléculas de acido acético y no por el producto de reaccion.

3.6 Exactitud.

En la evaluacion de la exactitud se obtuvieron los resultados mostrados
en la Tabla 17. Se observa que a concentraciones bajas de formaldehido
se tiene mayor exactitud, esto nos llevo a pensar que los datos obtenidos
por este método presentaban heterocedasticidad; es decir conforme
aumenta la concentraciéon de formaldehido el error asociado al eje Y
también aumenta (N. J. Miller, 2002).

Para determinar la homocedasticidad o heterocedasticidad de los

resultados se calculé una recta de regresion ponderada y un ajuste no
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paramétrico (Método de Theil), esto basandose en la Figura 15 del analisis
de los residuos que presuntamente mostraba una tendencia.

El calculo de la exactitud con las nuevas ecuaciones se muestran también
en la Tabla 17, se ve que con el ajuste ponderado la exactitud no mejora,
por el contrario disminuye y con el método de Theil se tiene un aumento
en los valores de exactitud; sin embargo la tendencia se mantiene y por
lo tanto no es necesario hacer una correccion a la ecuaciéon de la recta

que describe la curva de calibracion.

Tabla 17 Exactitud del método con diferentes ecuaciones de recta.

c g :
\0 3 No Ponderado Theil
T o |
c ponderado
=N
c O c
g E o
£ O | y=2033.51x+731.64 | y=2036.84x+775.45 | y=2058.57x+703.14
o 3
O
18]
0.1 97.05+8.38 % 75.38+8.37 % 109.71+8.29 %
0.5 98.68+3.80 % 94.22+7.59 % 100.25+7.51 %
0.6 93.20+6.74 % 89.46+1.12 % 94.37+1.11 %
0.8 92.89+9.83 % 90.04%+1.22 % 93.49+1.21 %

Aun asi existe la duda sobre porqué se tiene mejor exactitud en niveles
bajos de la curva de calibracion, una posible respuesta fue la existencia
de un error sistematico. Para descartar esto se realiz6 una prueba de
significancia t-student para comparar la media experimental con el valor

verdadero del MRC. Entonces tenemos como hipotesis las siguientes:

Ho= No existe diferencia estadisticamente significativa entre la media

experimental y el valor verdadero.
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Hi= Existe diferencia estadisticamente significativa entre la media

experimental y el valor verdadero.

La decision de aceptar o rechazar Ho se tomé mediante el uso de la
ecuacion (19)

_ |G —wn (19)
s
Donde
t =t — student calculada
X = media muestral
u = valor verdadero
s = desviacion estandar muestral
n = tamafio muestral
Tabla 18 Prueba de significancia para exactitud.
Valor tcalculada | ttabla Decision
verdadero [mg/L]
0.1 0.61 4.3 Se acepta Ho
0.5 1.94 2.78 Se acepta Ho
0.6 12.10 | 3.18 | Se rechaza Hoy se acepta H;
0.8 11.58 | 3.18 | Se rechaza Hoy se acepta H;

Con lo anterior se tiene evidencia de que a concentraciones mayores del
intervalo lineal se presenta una considerable aportacion de error
sistematico al método, esto también se deduce del analisis de residuos de
la Figura 15 donde se observa que existe mayor error en el punto 1.00
mg/L en comparacion con los primeros puntos. Por lo tanto, la exactitud
es relativamente baja en concentraciones altas de la curva [ Tabla 18],
aun asi considerando el error asociado al MRC (2.91 %) y la precision del
método (6.7 %), se considera que el método es exacto en el intervalo

lineal determinado.
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3.7 Veracidad.

3.7.1 Analisis de muestras y recobro.

De las muestras analizadas solo a la muestra de la delegaciéon Iztapalapa

se le detecto formaldehido [Tabla 19].

Tabla 19 Determinaciéon de formaldehido en muestras.

Muestra Concentracion [mg/L]
Marca 1 ND
Marca 2 ND
Marca 3 ND
Bebedero Facultad de Quimica ND
Delegacion Iztapalapa 0.10=+0.006
Delegacion Gustavo A. Madero ND

ND: no detectado

Se procedi6 a hacer la fortificacion de las muestras en un nivel bajo y uno
alto: 0.2 mg/L y 0.8 mg/L, respectivamente. Se prepardé un volumen de
5.0 mL de cada muestra; para tener 0.2 mg/L de formaldehido se
adicionaron 100 pL de una disolucion de 10 mg/L de HCOH y para 0.8

mg/L se tomaron 400 pL de la misma disolucion de formaldehido.

Para la muestra de lztapalapa se cuantific6 una concentracion de 0.1
mg/L por lo que para efectuar el experimento se tuvieron que agregar 0.1

mg/L de HCOH para el nivel bajo y 0.7 mg/L para el nivel alto.

El porcentaje de recuperacion se calculé usando la ecuacion (20)
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Ce _CO

%R = x 100

(20)

Donde

% R = porcentaje de recuperacion

C., = concentracién del analito de la muestra fortificada

Co = concentracién del analito medida de la muestra sin fortificar
C, = concentracién del analito adicionado a la muestra fortificada

En la Tabla 20 se resume el porcentaje de recuperacion para cada

muestra, en un nivel bajo y uno alto.

Tabla 20 Porcentaje de recuperacion para las muestras analizadas.

Muestra Nivel bajo (0.2 Nivel Alto (0.8
mg/L) mg/L)
Marca 1 124.83+3.95 % 102.14+2.88 %
Marca 2 114.00+12.02 % 100.36x+6.67 %
Marca 3 86.86x2.68 % 94.39x+2.37 %
Delegacion 92.58+16.04 % 86.09+6.27 %
Iztapalapa
Facultad de 85.36+1.35 % 101.42+4.05 %
Quimica
Delegacion Gustavo 103.12+5.36 % 96.03+x3.91 %
A Madero

Se observa que los recobros en niveles bajos para aguas no embotelladas
son menores y por el contrario algunas aguas embotelladas que tienen

recobros de hasta 124.83 9%;

interferencias que afectan en la cuantificacion de formaldehido por SIA,

esto podria ser un indicativo de

por lo que se realiz6 una prueba t-student para determinar si existe una

diferencia estadisticamente significativa en los porcentajes de

recuperacion. Como hipotesis tenemos:
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Ho= No existe diferencia estadisticamente significativa entre los

porcentajes de recuperacion y el 100%

Hi= Existe diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje de

recuperacion y el 100%

Usando la ecuacion (21) se calcula tca para cada muestra en los dos

niveles de concentracion evaluados.

. _ 1100 %Rl
cal — S\/ﬁ (21)

Donde

tear =t — student calculado

%R = porcentaje de recuperacién

s = desviacién estandar de las lecturas de recuperacion
n = namero de lecturas de recuperacion

Tabla 21 Prueba de significancia porcentaje de recuperacioén.

Muestra 0.2 mg/L 0.8 mg/L

teal t tabla teal t tabla

Marca 1 3.92 4.30 2.88 | 4.30
Marca 2 0.77 4.30 | 0.08 | 4.30
Marca 3 2.41 4.30 1.23 | 4.30
Iztapalapa 0.13 430 |1.06 | 3.18
Facultad de Quimica | 5.40 4.30 | 0.24 | 3.18
Gustavo A. Madero 0.48 3.18 | 0.44 | 3.18

Se percibe que en todos los casos la tcac €s menor a la twania [Tabla 21]
excepto en la muestra de Facultad de Quimica, pero para las demas
muestras se acepta Ho, es decir que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los porcentajes de recuperacion y el
100 %.

Para la muestra de Ilztapalapa se tienen menores porcentajes de

recuperacion en comparacion con las demas muestras, esto se puede
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atribuir a una mayor presencia de interferencias, esto también nos habla
de la calidad del agua que se tiene en una zona con desabasto de este

liguido vital y al mantenimiento que se da a tuberias, bombas, etc.

3.7.2 Sesgo.

En la determinacion del sesgo se evalud el error sistematico del método
mediante una prueba de t-student y como resultado se acepto la hipotesis
nula (Ho)

Ho= No existe diferencia estadisticamente significativa entre la

concentracion obtenida y la concentraciéon agregada.

Hi= Existe diferencia estadisticamente significativa entre la concentracion

obtenida y la concentracién agregada.

Para llegar a este resultado se calcul6 el sesgo usando la ecuacion (22) y

se llevd a cabo la prueba t-student (ecuacion (23)) para cada muestra

analizada.
S=X-X,
(22)

Donde
S = sesgo
X = valor promedio de las lecturas
X, = valor de referencia o esperado

¢ _ |X - Xal

cal S\/ﬁ (23)

Donde

teqn = t — student calculado
|X — X,| = valor absoluto del sesgo
s = desviacion estandar de las lecturas

n = numero de lecturas
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Tabla 22 Prueba de significancia para sesgo.

Muestra 0.2 mg/L 0.8 mg/L
Sesgo tecal | ttabla | S€sgo tecal | ttabla
Marca 1 0.0537 | 3.92 | 4.30 | 0.0215 | 0.54 | 4.30
Marca 2 0.0320 [0.77 | 4.30 | -0.1945|2.10|4.30
Marca 3 -0.0223 | 2.41 | 4.30 | -0.0405 | 1.23 | 4.30
Iztapalapa -0.1035| 3.7 [ 4.30|-0.0930|1.06 | 3.18
Facultad de Quimica | -0.0253 | 5.41 | 4.30 | 0.0158 | 0.24 | 3.18
Gustavo A. Madero | 0.0102 | 0.48 | 3.18 | -0.0273 | 0.44 | 3.18

Se observa que para la mayoria de las muestra se cumple que tca es
menor que twnia [Tabla 22] y por lo tanto el método es veraz; aunque
para la muestra de Facultad de Quimica no se cumplié la hipétesis nula
sin embargo; comparando con los resultados obtenidos en la Tabla 21, se
puede concluir que hubo una posible contaminacibn o un error en la

manipulaciéon de la muestra a la concentracion de 0.2 mg/L.

3.8 Estimacion de la incertidumbre.

Al someter una muestra al proceso analitico, el resultado que se obtenga
tendra una incertidumbre asociada a multiples factores; en este caso se
consider6 que las fuentes de incertidumbre para la determinacion de
formaldehido por el método SIA son: la curva de calibracion y el
tratamiento de la muestra; sin embargo el método y la naturaleza de la
muestra hacen posible que no se requiera tratamiento alguno y por lo
tanto el diagrama de Ishikawa se reduce a considerar los factores que

afectan a la curva de calibracion [Figura 16]
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Ecuacidn de la recta
iente

Sefial analitica W
ZeCCién con eje Y

Concentracion
de HCOH [ppm]

Velumen
tomado

Concentracién de

HZCOH
Volumen de af

Puntos de la curva de i Concentracion de HCI
calibracién 2 Wolumen gastado de HCI

3 Pesc melecular de HCOH
4 wolumen de alicuscta

Figura 16 Diagrama de Ishikawa para el método.

3.8.1 Incertidumbre de la ecuacion de la recta.

Para el calculo de la incertidumbre de la ecuacion de la recta promedio

se siguid la ecuacion (24).

Cy=2 1+1+(CO—C‘)2
“ 0 _m p Sxx (24)

Donde

u (Cpy) = incertidumbre asociada a la curva de calibracion
s = desviacién estandar de los residuales

m = pendiente de la ecuacién de la recta

p = numero de repeticiones para cada C,

n = numero de niveles de la curva

C, = concentracion de formaldehido

C = promedio de las concentraciones usadas en la curva
Syx = suma de cuadrados de los residuales

En la Tabla 23 se resume cada valor numérico para cada término de la
ecuacion, asi como la incertidumbre estandar asociada a la ecuaciéon de

la recta.

80



Gabriela N3jera Estebanjuan Resultados y discusidn de resultados

Tabla 23 Incertidumbre de la ecuacién de la recta.

Término Valor numérico
S 104.94
m 2044.20
/] 3
n 6
C, 0.05, 0.10, 0.30, 0.50, 0.80, 1.00
C 0.48
Sx 44047.45

u (Cp) 0.036 mg/L

3.8.2 Incertidumbre asociada a las disoluciones de

formaldehido: disolucion madre y estandares.

Para estimar la incertidumbre de los puntos de la curva de calibraciéon se
considero informacion tanto experimental como reportada en informes de
calibracion de los materiales empleados; en la Tabla 24 se resumen los
valores empleados asi como el tipo de distribucibn empleada en la

estimacion incertidumbre.

Tabla 24 Incertidumbre de materiales e instrumentos usados.

Material o Valor en el | Distribucion | Incertidumbre
Instrumento informe (u)
Balanza analitica 0.1 mg Rectangular 5.77x10° g
Bureta 25.0 mL 0.1 mL Triangular 4.08x10° L
Pipeta 4.0 mL 0.01 mL Triangular 4.08x10° L
Pipeta 10.0 mL 0.02 mL Triangular 8.16x10° L
Matraz 5.0 mL 0.02 mL Normal 0.02x10°5L
Matraz 10.0 mL 0.02 mL Normal 0.02x10°5L
Micropipeta 10- 0.56 % Triangular 2.26x108 L
100 pL
Micropipeta 200 - 0.03 % Triangular 2.45x108 L
1000 pL
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Para la estimacion de incertidumbre de la concentracion de la disolucion
madre de formaldehido se considerd el modelo descrito en el Anexo I y
a partir de este se genero la ecuacion (25) en la que se involucran los
factores que aportan incertidumbre en la concentracion de la disoluciéon

madre de formaldehido.

u u 2 (uy 2 2y 2 25
CHcoH _ (CHCI) n gastado HCI +( PMHCOH) +< al/cuotaHCOH) (25)

PMycon

Chcon Chet Vgastado HCl Vaiicuota HeoH

Cada termino y valor de este se encuentran enlistados en el Anexo V,
finalmente se tiene que la incertidumbre estandar para la concentracion

de formaldehido (madre) es +1.29x10* mg/L.

Para cada punto de la curva se tienen asociada una incertidumbre y ésta
se define con las formulas de la Tabla 25. En primer lugar se considero6
que de la disolucion madre se prepard una disoluciéon de 10.00 mg/L de
formaldehido (dilucion 1) y de ésta los estdndares necesarios para la
curva de calibracion (dilucién 2). Se muestra el ejemplo de calculo con
la concentracion de 0.05 mg/L y en la Tabla 26 los resultados para cada
punto de la curva de calibracién de formaldehido. En el caso de la dilucion

1 ésta siempre tendra una incertidumbre asociada de 0.019 mg/L.

Tabla 25 Incertidumbre para el punto 0.05 mg/L de la curva.

c
Neo] .
'O Modelo Formula
=2
E
CHCOHV1
C10mg/L = V— qumg/L _ (uCHCOH)Z + (m)z + (ﬂ)z
1 2 B
Ciomg/1L Chcon Vi Va
ClO LV1 2
CO.OSmg/L = mV—g/ uCo.Smg/L _ <uC10mg/L> (uV1>2 (uV2>2
2 2 = +l—=—) +|=
CO.Smg/L ClOmg/L Vl VZ
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'=concentracion, Vi=volumen tomado, V>=volumen de aforo, u=incertidumbre

Tabla 26 Incertidumbre asociada a cada punto de la curva de calibracion.

Estandar [mg/L] | Incertidumbre [mg/L]
0.05 1.04x104
0.10 1.92x1073
0.30 1.88x1073
0.50 1.87x1073
0.80 1.87x1073
1.00 1.87x1073

Finalmente se tiene que la incertidumbre del método es la raiz de la suma
de los cuadrados de los factores que contribuyen a la estimacion de la
incertidumbre (ecuacion (26)) por el factor de cobertura (k) que
determina el nivel de confianza que se utilizd, en este caso se empled un

k=2, es decir con un 95.0 % de confianza.

Umétodo = \/(urecta)z + (upunto/curva)2 k
(26)

Sustituyendo los valores de la Tabla 23 y Tabla 26 es claro que la
incertidumbre asociada a cada punto de la curva de calibracion es
despreciable frente a la incertidumbre de la ecuacion de la recta por lo
que se concluye que la incertidumbre del método sélo se atribuye a la
ecuacion de la recta empleada y tiene un valor de 0.07 mg/L con un 95.0

% de confianza.
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4. CONCLUSIONES

Utilizando condiciones de operacion previamente estudiadas y evaluando
parametros de desempefio se determind una mejora en la optimizacion
del método, por consiguiente se concluye que el desarrollo del método asi

como su validacién estan estrechamente relacionados.

A partir de pruebas objetivas y de todo el analisis estadistico de los
resultados obtenidos se demostré que el método SIA en estudio cumple
con los requisitos para los cuales fue desarrollado y por lo tanto los

resultados que arroja son confiables en un 95 %.

En términos de estadistica se sefala que existen ciertas especies quimicas
que causan interferencia en la determinacion de formaldehido estos son
sulfito de sodio, carbonato de sodio y acido acético, esto cuando se
encuentran en igual, el doble o 10 veces mas concentrados que

formaldehido.

En las muestras analizadas no se logré cuantificar ni detectar presencia
de formaldehido excepto en una muestra proveniente de la delegacion

Iztapalapa.

El analisis por inyeccidon secuencial SIA es un método instrumental
relativamente moderno y poco usado que ha demostrado la generacion
de resultados confiables; ofreciendo amplias ventajas frente a los
métodos clasicos de analisis logrando asi ser una alternativa para el

analisis de rutina.

El método por inyeccion secuencial (SIA) desarrollado para la
determinacion de formaldehido en agua potable es preciso y confiable,
por lo que se ofrece como una alternativa sencilla, de bajo costo y

amigable con el medio ambiente.
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ANEXOS

Anexo I. Valoracion de disolucion madre de formaldehido (NOM
201-SSA1-2002)

En la seccion 9.11.4.12 de la NOM 201- SSA1-2002 se establece la
metodologia a seguir para la valoracion de una disolucion de
formaldehido:

1. Medir 125 mL de disolucion de sulfito de sodio 1M en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL.

2. Adicionar 3 gotas de indicador de timolftaleina. La disolucion debe ser
de un color azul palido.

3. Anadir HCI 0,1 N gota a gota hasta que la disolucién se vuelve incolora
(usualmente se requieren de 2-5 gotas).

3. Adicionar exactamente 25 mL de disolucion stock de formaldehido a la
disoluciéon acidificada de sulfito de sodio.

4. Titular con HCI 0,1 N hasta la desaparicidon de la coloracidon que persista
3 minutos. Efectuar 3 titulaciones y calcular el valor promedio.

Al no contar con el indicador recomendado se opté por realizar una
titulacion potenciométrica; se realizaron los calculos pertinentes para usar
una alicuota de 4.0 mL de formaldehido y reducir la generaciéon de
residuos.

Posteriormente se uso el método de la primera y segunda derivada para
calcular los puntos finales de valoracién y se empled la siguiente ecuaciéon
para obtener la concentracién de HCOH.

CuciVyastado HctPMyucon * 1000

Chcon = %
alicuota HCOH

Donde

Crycony = concentracion de formaldehido enmg/L
Cyc1 = concentracion de acido clorhidrico en mol /L

Vg

PMycony = peso molecular de formaldehido en g/mol
Vaticuota Hcon = volumen de alicuota de formaldehido en L

astado HCcl = Volumen gastado para llegar al punto final de valoraciéon en L
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Anexo II. Certificado de analisis del MRC de formaldehido.

Certificate of Analysis (v Fluka
Certified Reference Materia
Formaldehyde IC Standard - 100mL

Product ID [CS045-100ML
Lot LRAAB092
Expiration Date December 31, 2017
Storage Conditions Store at room temperature.

14
Certified i
Analyte Value Units k
Formaldehyde 1,000 £ 29.1 ug/mL 2.00
Sample Information
Description
The sample is ready to use.
No sample preparation is required.
1 Cortified value - based on the robus! mean of round rokkn, |m.rlanu-mwy study and analytically venfied by RTC with from the and analylcal
4 Ucrm - L values in this are (Ugrm) g 10 the 85% interval. Ugrm ls derived trom the siandard by
the coverage lacior k, mmsouamﬂ!mmalmslnbnr»oﬂmdmwmmlrnmn The M standard inciude th dua o ity. long term

stability, and shor term stability (transport). The components due 1o stability are generally gligible uniess indicated w slability studies.
5 ke Coverage facior derived from a I-gistribution table. based on the degrées ol lreedom of Ihnmlaul Cnnlhlummm\nl =95%

Traceability: The standard was manulncrured under an ISOAEC 17025:2005 certifiad quality syslam The halama used to waigh raw matarials is accuraie to +/- 0.0001g and calibrated

y using mass to NIST. All dilutions were p g analytas are 1o NIST SAMs where available and
spaclfisn above.
b t was n with 1ISO Guide 35. Completed units were sampled using a random stratified sampling prolocol. The resulls of chemical
analysis were then using a y analysis of approach as by TNI EL-V3-2008 A A2 See farr sub-sample size

THIS PRODUCT WAS DESIGNED, PRODUCED AND VERIFIED FOR ACCURACY AND STABILITY IN ACCORDANCE WITH ISOAEC 17025:2005 (AClass Cert AT-1467) and ISO
GUIDE 34:2009 (AClass Cert AR-1470).

MSDS reporis for components comprising greater than 1.0% of the solution or 0.1% for P known to be can are i upon request
@—57( OF = “hary?> [
Raobert O'Brien - QC Supervisor Mark Pooler - QA Supervisor
Certification Date  May 07, 2015
Version 970-572015
SIGMA-ALDRICH
2801 Soldier Springs Rd.  Laramie, Wyoming 82070 USA
ACCAEDITED ACCREDITED 307-742-5452
W s Page 1 of 1 rctechgroup@sial com ww sigma-aldrich com
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Anexo III. Curvas de calibracion

Curva de calibracidn de HCOH

S,
‘1 Curva de calibracién de HCOH TN E
- F T monn
‘g = _Suu -
= 2T ER g r
S b v oaann L
2 23k s U
é [ '\-I__—. =3 My '_
= 15k = 7 r
- _‘-'i'-\. iy '_
3z L3k 203,51 & (20227 x + 731,64 4 (116.56) = ; y= 2107.11+ (111.41) x + 755.92 + (70.15)
z r = 51 + . X .64 = . = +
8 - ’ 5 1200 0.999
2 Sl " = _ r= 0.9995
= o r=0.9974 - oo L
L - N W 1 1 1 1 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracién de HCOH [marl] Concentradan de HCOH [ma/l]
Curve de calibracién de HCOH Curva de calibracién de HCOH
2800 | o
= A
= Lanb B oan b
E s v E 2200
e T oaunn [
=z 2 ir E a1
= = ns
- - L-1] Fal ~ r
= 500 | E o
._*-'E ] y=1918.01 =+ (180.9) x + 791.29 =+ (104.33) z MY y= 2081.17 + (272.39) x +755.50 =+ (176.00)
g L = 1200 F
. r= 0.9995 E r= 0.9999
K 0.3 0 0.2 0.4 05 0.8
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Anexo IV. Tabla I Valores criticos de F para un contraste de dos
colas.

Vs ¥y

7 2l 3 4 5 (] 7 & g o 12 5 2

647.8 7995 B64.2 899.6 921.8 9371 9482 956.7 963.3 968.6 976.7 984.9 993.1
38.51 39.00 39.17 39.25 39.30 39.33 39.36 39.37 39.39 39.40 3941 30.43 39.45
17.44 16.04 1544 1510 1488 14.73 1462 1454 1447 1442 1434 1425 1417
1222 1065 9.979 9.605 9.364 9.197 9.074 B8.980 8.905 8.844 8751 B.657 8.560
10.01 B.434 7.764 7.388 7.146 6978 6.853 6.757 6.681 6.619 6525 6.428 6.329

8.813 7.260 6599 6227 5988 5820 5695 5.600 5.523 5461 5366 5.269 5.168
8.073 6542 5.890 5523 5285 5.119 4995 4899 4823 4761 4666 4.568 4.467
7.571 6.059 5.416 5.053 4817 4652 4.529 4.433 4.357 4.205 4200 4.101 3999
7.209 5715 5078 4.718 4484 4.320 4.197 4.102 4.026 3964 3868 3.769 3.667
6.937 5456 4.826 4.468 4.236 4.072 3.950 3855 3.779 3.717 3621 3.522 3419

6.724 5256 4.630 4.275 4044 3.881 3.759 3.664 3.588 3526 3.430 3.330 3.226
6.554 5.006 4.474 4121 3.891 3728 3607 3512 3436 3.374 3277 3.177 3.073
6.414 4965 4347 3996 3.767 3.604 3483 3.388 3.312 3.250 3153 3.053 2.948
6.298 4.857 4.242 3892 3.663 3501 3.380 3.285 3.209 3.147 3.050 2.949 2.844
6.200 4,765 4.153 3.804 3576 3415 3203 3,199 3.123 3.060 2963 2.862 2.756

6.115 4.687 4.077 3729 3.502 3341 3219 3.125 3.049 2986 2.8689 2.788 2.681
6.042 4619 4.011 3665 3438 3277 3156 3.061 2985 2922 2825 2.723 2616
5.978 4.560 3.954 3608 3.382 3.221 3.100 3.005 2929 2.866 2.769 2.667 2.550
5.922 4508 3.903 3559 3.333 3172 3.051 2956 2.880 2817 2720 2.617 2509
5.871 4.461 3.859 3515 3.289 3.128 3.007 2913 2.837 2774 2.676 2.573 2464

O~ R =

s
= W

ol el i s
B LD Ry =

Sedau>

vy = numero de grados de libertad del numerador y v, = nimero de grados de liberlad del denominador
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Anexo V. Incertidumbre de la Cy-oy de la disolucion madre.

2 u 2 2 2
YChcon _ (uCch) +( VgastadoHCl) n (uPMHCOH) + (uValicuotaHCOH)

CHCOH CHct Vgastado HCL PMycon Valicuota HCOH

e Incertidumbre de la concentracion de HCI (uc,,,).

2
C o = CNaoHY gastado NaOH UCher _ (uCNaOH)Z (uvgastado NaOH) + (uValicuota HCl
HCL = =
Valicuota HCL CHci CNaoH Vgastado NaOH Valicuota HCl
m Uc u 2 Uupm 2 uy 2
Cyaon = BFK NaOH _ ( mBFK) +( BFK) +< gastado NaOH)
a
PMBFKV gastado NaOH CNaOH MBFK PMpFK Vgastado NaoH
1x107*
— — 2 2 2 2
Umprk = ~ 75 Upmgee =+ (BUC)? + (5up)? + (4up)? + (ug)
1x10~*
quastado NaOH ~— \/g

¢ Incertidumbre del volumen gastado de HCI para llegar al punto
final de valoracion (u'VgastadoHCl)'

1x107*
quastado HCl = \/g

e Incertidumbre del peso molecular del formaldehido (upuy,,,,,)

UpMycon = \/(uc)z + uy)? + (up)?
e Incertidumbre de la alicuota de formaldehido (uy,, ... ucon)

1x10~5

uValicuota HCOH ~— \/8

)
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Anexo VI. Tratamiento de residuos.

Como ya se ha mencionado en el Capitulo 1 de este trabajo, la reaccion
de Hantzsch es una reaccion multicomponentes en la cual todos los
reactivos empleados forman parte del producto [Figura 2] por lo que no

se generan subproductos.

Con el sistema SIA por cada analisis de una muestra se generan 2.0 mL
de residuos y la concentracion del producto de reaccion es del orden de
2.3 mmol/L y segun lo establecido por la NOM-052-SEMARNAT-2005 los

residuos obtenidos no presentan caracteristicas CRETIB.

El producto de la reacciobn se puede recuperar mediante una
recristalizacion con etanol, sin embargo la cantidad obtenida seria minima
e implicaria el gasto de un disolvente organico, por lo que se sugiere la
evaporacion del disolvente (H20) mientras que el sdélido que se obtenga

se incinera o confina.
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