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INTRODUCCION

Los fenoles son compuestos hidroxiderivados det benceno, que son toxicos
y pueden aparecer tanto en aguas residuales, domésticas e industriales, como en
aguas naturales y en suministros de agua potable, a las que confieren mat olor y
sabor después de un tratamiento con cloro. Por este motivo es necesario tener
control de su concentracién en estos tipos de aguas.

La determinacion de compuestos fendlicos juega un papel muy importante
en la medicién de la calidad del agua. El nivel de fenoles es un indicador de la
presencia de la contaminacion procedente de fuenies industriates.

Conforme se ha incrementado el interés por el abatimiento de la
contaminacion y ha surgido la necesidad de contar con métodos confiables para la
determinacion de fenoles en aguas naturales y residuales, se han desarrollado
varios métodos. Debido a las ventajas que presentan algunos de ellos, han sido
elegidos para ser normalizados, como es el caso de los métodos
espectrofotométricos de la 4-aminoantipirina y del MBTH, entre otros.

El método espectrofotométrico de la 4-aminoantipirina sirve para determinar
el llamado “indice de fenol”, que es el porcentaje de compuestos fendlicos
detectados por el método, en ciertas condiciones.

Este método no permite distinguir entre los diversos tipos de fenoles y es
Gtil para determinar Unicamente el valor minimo de compuestos fenclicos
destilables presentes en la muestra analizada; sin embargo, esto es suficiente
para la caracterizacion de aguas en cuanto a este tipo de contaminantes. Por esto
y porque presenta varias ventajas, tales como la facilidad, rapidez y confiabilidad
de los resultados, el bajo costo y aplicabilidad en un amplio intervalo de
concentraciones, ha sido utilizado ampliamente durante varias décadas en los
analisis de aguas, residuos solidos y lodos.

Aunque diversos organismos internacionales realizan una validacion de sus
métodos antes de publicarlos, el laboratorio de prueba tiene la responsabilidad de
probar la validez de los mismos para aplicaciones especificas y la propia habilidad
de! personal técnico para ponerlas en la practica; esto tltimo es muy importante,
ya que un método validado no es suficiente para la produccion de resultados
confiables, la mayoria de los métodos requiere de un grado de habilidad de parte
de los analistas.

En nuestro pais, los laboratorios de prueba deben tomar como referencia
principal la norma mexicana NOM-AA-50, que prcporciona el procedimiento para
la determinacion de fenoles en aguas de origen residual y natural. Esta norma
recomienda el método de la 4-aminoantipirina e indica que, en las condiciones
especificadas, éste es aplicable en un irtervalo de concentraciones de 0.001 a1
mg/L. Sin embargo, dicho intervalo es demasiado estrecho para dictaminar si una



muéestra de agua residual cumple con el limite maximo permisible, que segun fa
NOM-CCA-031-ECOL-1993 es de 5 mg/L como promedio diario y 10 mg/L como
valor instantaneo. Este documento recomienda ta utilizacion de una extraccién con
cloroformo para la determinacion; esto es recomendable cuando se tienen niveles
de concentracion de fenoles menores a 100 ppb, pero no para concentraciones
mayores, gue $e encuentran en aguas residuales.

Por todo ello resulta necesario realizar una revision de dicha norma, ya que
no se puede aplicar estrictamente; de ahi que surge fa necesidad de realizar un
estudio del método y modificarlo con la finalidad de que también sea aplicable en
aguas residuales.

Por otra parte, cada vez se requieren métodos que sean capaces de
detectar mayor cantidad de contaminantes, como es el caso de los compuestos
fenélicos. El métode del MBTH, propuesto por la EPA {Environmental Protection
Agency), a comparacion del método de la 4-AAP permite la determinacion de un
numero mayor de especies fendlicas. Esto se deb= a que el MBTH reacciona con
los fenoles no sdlo en la posicion para, sino también en la orto si es que la primera
se encuentra ocupada. Con éste método se pretende tener una forma adecuada
para la determinacién de una variedad mayor de fenoles en muestras residuales.



OBJETIVOS



Rt

OBJETIVOS

1. Establecer, en el Laboratorio de Bactericlogia y Fisicoquimica del DDF, los
métedos normalizados de la 4-aminoantipirina y del MBTH para la
determinacién de fenoles en aguas residuales, de acuerdo al siguiente
diagrama:

Estudio de estabilidad
de las soluciones

Preparacion de las
curvas de calibracion

% de recuperacion
en muestras sintéticas
y muestras reales

I

Estudio de la estabilidad
del compuesto colorido
en funcion de distintas
variables (1, T, pH, {C])

I

Determinacion de
Fenoles en Muestras
Reales

2. Comparar los métodos con base en un estudio estadistico de los resultados
obtenidos y después del tratamiento de muestras reales.

3. Decidir cual de los dos métodos es el mas adecuado para el analisis de
rutina del laboratorio de acuerdo a las exigencias del mismo.

4. Realizar una revision de la norma mexicana NOM-AA-50 y ajustar su
contenido a las necesidades del laboratorio.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Fenoles
2.1.1 Generalidades

La denominacién “fenol" se utiliza en forma especifica para el compuesto
monohidroxibenceno y, en forma genérica, para cualquier sustancia que contenga
en su estructura uno o Mas grupos hidroxilo unidos al anillo aromatico.®%?

OH

Figura 1. Fenol

El monohidroxibenceno se conoce también como Aacido carbélico,
oxibenceno, acido fénico, hidrato de fenilo, hidroxido de fenilo, acido fenilico,
alcohol fenflico.?*?%°8 En 1834 fue aislado del alquitran de carbén por Runge, y
hasta la 1a. Guerra Mundial, ésta era su UOnica fuente de obtencién.
Posteriormente se desarrollaron varios procesos de sintesis, y actualmente un
99% de este producto se obtiene por sintesis organica. ¢

La mayor produccion de fenol se obliene por el proceso del cumeno-
hidroperdxido y el proceso de tolueno-acido benzoico. Se conocen otros meétodos
como la cloracién, oxicloracién, sulfonacién del benceno, y la oxidacion-
dehidrogenacion del ciclohexano; el proceso mas importante es el primero, ya que
ademas de %ue se produce el fenol, se obtiene acetona como producio
secundario.?

A los monometil derivados del fenol, o monohidroxiderivados del tolueno, se
les conoce como cresoles. Existen tres isémeros del cresol: orfo-cresol(2-
metilfencl), mefa-cresol{3-metilfenol) y para-cresol (4-metilfenol). Los cresoles se
extraen del alquitran de carbdn y se encuentran en fracciones de petréleo,

Los dimetilderivados del fenol, o monohidroxi derivados del xileno, se
conocen como xilenoles; existen seis isomeros, su principal fuente de obtencion
es también el alquitran de carbdn y el petrdleo.,

Existen tres dihidroxibencenos: el pirocatecol (1,2-dihidroxibenceno), que se
encuentra en muchas plantas; el resorcinol (1,3-dihidroxibenceno) y la
hidrogquinona (1,4-dihidroxibenceno). Los tres trihidroxibencenos que se conocen
son; el pirogalol (1,2 3-trihidroxibencenc), la hldrox:qumona {1,2.4-
trihidroxibenceno) y el fluoroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno).®



Ei grupo hidroxilo de los fenoles puede unirse a anillos aromaticos
condensados; como ejemplos de estos compuestos tenemos a los hidronafialenos
61
© naftoles.

Se han encontrado cantidades de fenol en algunos vegetales, como en las
hojas de tabaco y en las ramas de pino, Existen otros fenoles de origen natural
como carvacrol, timol, vainillina, tirosina.?’

2.1.2 Propiedades de los fenoles
El fencl se presenta como cristales blancos traslicidos a temperatura
ambiente, su color se torna resa o rojo cuando contiene impurezas o cuando se

expone al calor o a Ia luz; tiene un olor caracteristico dulce y alquitranado, y un
sabor quemante

Tabla 1. Propiedades fisicas del fenol

Propiedad fisica i . Valor
Peso molecular 9411 glmol S
Punto de fusion 40.90 °c ®
Punto de ebullicion 181.75 °C a 1°%tm 26,83
Densidad 1.072 glcm a 20°C %%
indice de refraccion 15418
Presion de vapor a 25°C 46.84 MPa (0.46 atm) *°
Solubilidad a 25°C 9.3gen 100 gde H,0%
8.2 g en 100 g de benceno 4

pKa a 25°C 9.88 %
Calor de fusion 25.37 kcal/mol
Calor de combustion 732 keal/mol %
Limite de explosion 1.7 -8.6% %
Temperatura de autoignicion 715°C &
Viscosidad, mPas(=cP)

a 50°C 3.49 %

a70°C 2.03 %

a 90°C 1.26 %

Tiene una solubilidad limitada en agua entre 0 y 65°C, por encima de
65.3°C es soluble en todas propormones 5 También es soluble en aicohol,
benceno, éter, cloroformo, acetato de etilo, tolueno glicerol y aceite de cliva; se
disocia parcialmente en acidos organicos. 2% Sy solubilidad disminuye con la
presencia de sustituyentes alquilo; los xttenoles son muy poco solubles en agua y
los propilfenoles son practicamente insolubles.®

Los fenoles de peso molecular mas bajo son liguidos, o sélidos de punto de
fusion bajo y puntos de ebullicion relativamente elevados. Las propiedades de los
fenoles son semejantes en muchos aspectos a las de los alcoholes. Asi, los
fenoles de bajo peso molecular son por lo general un tanto hidrosolubles y tienen



alto punto de ebullicion debido a puentes de hidrégeno intermoleculares. Sin
embargo, a propiedad mas importante de los fenoles es su acidez. Los fenoles
son acidos débiles que pueden disociarse en soluciones alcalinas para formar el
anién fenoxido, Ar0™ ¥ '

Los fenoles son mucho mas acidos que los alcoholes debido a la
estabilizacion por resonancia del ion fenédxido. Algunos fenoles, como los
sustituidos con grupos nitro, se aproximan o sobrepasan en acidez a los acidos
carboxilicos.*’ Segun su estructura, los fenoles sustituidos pueden ser mas o
menos 4cidos que el fenol mismo. Como regla general, los fenoles con un
sustituyente atrayente de electrones son mas acidos, ya que estabilizan el ion
fenoxido al deslocalizar la carga negativa; mientras que los fenoles con
sustituyentes donadores de electrones son menos acidos.”” La posicion de un
grupo alquilo de cadena larga como sustituyente puede influir significativamente
sobre la solubilidad en las disoluciones de bases.®

2.1.3 Reactividad
2.1.3.2 Reacciones por influencia del grupo hidroxilo

Las propiedades quimicas del fenol se caracterizan por la influencia que
ejercen entre si el grupo hidroxi y el anillo aromatico.?®* Gran parte de la quimica
de los fencles es similar a la de los alcoholes; asi, pueden convertirse en ésleres
por reaccién con cloruros o anhidridos de acido y en éteres por reaccion con
halogenuro de alquilo en presencia de bases. Algunos ésteres y éteres fendlicos
son productos comercialmente importantes. "

2.1.3.2 Sustitucion electrofitica aromatica

Una propiedad quimica de gran importancia es la alta reactividad que
confiere el grupo OH™ al anillo aromatico para las suslituciones electrofilicas; en
efecto, el grupo hidroxilo es un sustituyente fuertemente activador y orientador
orto-para en las reacciones de sustitucion electrofilica aromatica (SEA); de esta
manera los fenoles son sustratos altamente reactivos en reaccicnes electrofilicas
como halogenacién, nitracion y sulfonacién, asi como en el acoplamiento con
sales de diazonio para producir colorantes azo. La susceptibilidad de los fenoles a
la SEA es una consecuencia de la naturaleza rica en electrones de los anillos
fendlicos. Si las condiciones estéricas asi lo permiten se puede formar el 2- 6 4-
monoderivado, el 2.6-diderivado o incluso el 2,4 6-triderivado, %7747

2.1.3.3 Oxidacién y reduccion

Otra aspecto importante sobre la naturaleza rica en electrones de los anillos
fenolicos es la facilidad que tienen estos compuestos de ser oxidados: el
tratamiento de un fenol con cualquier agente oxidante fuerte produce una 25-
ciclohexadieno-1,4-diona o quinona. La reaccién ocurre en condiciones suaves a
través de un mecanisme via radicales libres. ¥



Dependiendo del agente oxidante, el fenol también puede ser oxidado a
una variedad de productos diferentes, tales como di- y trihidroxibencenos,
bifenoles, oxido de difenileno y otros. Por otra parte, la reduccion de los fenoles
por destitacién con zing produce benceno, mientras que la hidrogenacién catalitica
produce ciclohexanol®

2.1.3.4 Reacciones de condensacion

Las reacciones del fenol mas importantes, en el aspecto comercial, son las
de condensacion.®®?’ La condensacién del fenol con anhidrido ftalico produce
fenolftaleina. La reacciéon mas importante de condensacion de fenoles, se produce
con el formaldehido para dar resinas fendlicas. Los fenoles que tienen un grupo
alquilo en la posicién orto ¢ para son difuncionales para algunas condensacicnes.
Los fengées para-sustituidos se utilizan para producir resinas lineales sofubles en
aceites.

2.1.4 Toxicidad

2.1.4.1 Fenoles toxicos

ta Comunidad Europea ha indicado que algunos fenoles, que son
descargados en ambientes acuaticos, son toxicos. Por otra parte, la EPA®® ha
publicado una lista de compuestos fendlicos contaminantes clasificados asi por su

toxicidad y persistencia en el medio ambiente (véase Tabla 2).

Tabla 2. Compuestos fendlicos clasificados como téxicos™

Comisién de las Comunidades:Europeas

Directivo 76/464/EC.
2-Amino-4-clorofenot 4-Clorofenol
4-Cloro-3-metilfenol Pentaclorofenol
2-Clorofencl Trictorofenoles

3-Clorofenol

EPA {Environmental Protection Agency)

Fenol 4.Cloro-3-metilfenol
2-Metilfeno! 3-Metilfenol

4-Metilfenol 2.4-Dimetilfenol
2-Clorofenc! 2.4-Diclorofenol

2 6-Clorofenol 2,4 ,6-Triclorofenol
2,4,5-Triclorofenol 2.3,4,5-Tetraclorofenol
2.3.4,6-Tetraclorofenol 2,3,5,6-Tetraclorofenol
Pentaclorofenol 2-Nitrofenol

4-Nitrofenol 2.4-Dinitrofenol

Dinoseb (DNMP) 2-Ciclohexil-4 8-dinitrofencl

4,6-Dinitro-2-metilfenol




2.1.4.2 Efectos téxicos del fenol en el ser humanc

El fenol es toxico si se inhala, se ingiere o se absorbe a través de la piel. Se
conoce que su absorcion es rapida y que los sintomas de toxicidad aparecen muy
pronto, produciendo debilidad muscular, convulsiones, coma e incluso la muerte;
también puede producir dafios en pulmones, higado, ritones, pancreas y hazo.
Cuando se inhala, se iritan las vias respiratorias y sus vapores pueden llegar a
los puimones y producir dafios graves. Sus vapores también irritan los ojos v
producen dafios, desde inflamaciones hasta ceguera. Cuando se ingiere se
absorbe por el tracto gastrointestinal y se producen quemaduras, convulsiones,
fallas respiratorias; su ingestién es fatal, una dosis de aproximadamente 1 gramo
produce la muerte.

Aungue no hay suficientes evidencias para decir que el fenol es
cancerigero, su exposicién en la industria de la madera, se ha asociado con la
cada vez mayor incidencia de cancer en pulmones, Respecto a cambios
mutagénicos inducidos por el fenol, éstos se han cbservado principalmente en
ensayos con E. colifSd-4 y Saimonella TA. Se ha demostrado que produce dafios
en el sistema reproductor v en el periodo de gestacmn en ratas; en humanos
unicamente se han observado dafios en la placenta. 285857

2.1.4.3 Efectos toxicos de algunos compuestos fendlicos en seres hurnanos
En la siguiente tabla, se indican los efectos toxicos de algunos compuestos
fendlicos encontrados en aguas subterraneas, de acuerdo a The Water

Encyclopedia, USA®

Tabla 3. Efectos téxicos producidos por algunos compuestos fendlicos

Compuesto Efectos téxicos producidos

4-Nitrofenol Darios en el sistema respiratorio

Fenoles Irritacion en la piel

(Ej. p-terbutil-fenci)

2 .4-Dinitrofenol irritacién de ojos y de piel, dafios en rifiones, en el
sistema nervioso central y en el aparato reproductor

Pentaclorofenol Irmtacion de ojos y de piel, dafos en e! sistema
respiratorio, en el sistema nervioso central y en el higado.

2.4 6-Triclorofenol Danos en el higado, mutagenicidad, carcincgenicidad

2144 Efectos téxicos de algunos compuestos® fendlicos en
microorganismos y en animales

El fenol es muy toxico para los peces y afecta el sabor del pescado s se
encuentra presente en ambientes marinos, en una concentracion de 0.1 2 1
ppm ' Ademas, tiene efectos en la reproduccion de organismos acuaticos.’’En
las tabla 4 se indican algunos limites de concentracion de fenoles permisibles
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para-algunas especies. En |a tabla 5 se tienen las concentraciones letales de fenol
para algunas especies acudticas. La tabla 6, sefiala los criterios de calidad del
agua potable que se deben considerar para proteger la vida acuatica. Finalmente,
en la tabla 7 se indica el nivel maximo de fenoles permisible en ambientes
acudticos.

Tabla 4. Limites de fenoles permisibles para varias especies®

Especie Limite medio de tolerancia {ppm]
.24 horas 48 horas

D. magna 100 100

D. magna joven 17 7

D. magna adulto 61 . 21"

L. macrochirus 10-15 -

M. alipinna 63 22

resultados para 25 horas, resultados para 50 horas

Tabla 5. Concentraciones letales de fenol en ambientes acuaticos®’

Especie . Concentracién letal  Tiempo de exposicidén
Trucha arcoiris 6 ppm 3 horas
Perca 9 ppm 1 hora

Tabla 6. Criterios de calidad del agua potable para la proteccion de la vida
acuatica®

Compuesto 7 Observaciones
fendlico . ‘
Nitrofenoles Se presenta toxicidad aguda al nivel de 230 ppb en especies de

agua dulce y 4850 ppb en especies de agua salada.
Niveles de 150 ppb son téxicos para algas de agua dulce.

Fenol Toxicidad aguda a un nivel de 10200 ppb para especies de agua
dulce y 5800 para especies de agua salada.
Toxicidad cronica para especies de agua dulce a un nivel de
concentracion de 2560 ppb.

2,4-Dimetilfencl A un nivel de concentracion de 2120 ppb en especies de agua

dulce.
Compuestos No se recomiendan concentraciones superiores a 100 ppb para
fendlicos cualquier especie, en cualquier intervalo de tiempo.

Tabla 7. Guia para evaluar {a calidad del agua en ambientes acuaticos®

Substancia Limite maximo
Compuestos 1 ppm
fendlicos




2.1.4.5 Limites maximos permisibles

En las siguientes lablas se indican los limites maximos permisibles en agua
potable, en agua marina y de rio, en aguas residuales, en agua de uso industrial y
en aguas para otres usos.

Tabla 8. Criterios Ecoldgicos de la calidad del agua NOM-CCA-031-
ECOL/1993.%° Descargas de aguas residuales a los sistemas de drenaje y
alcantarillado urbano o municipal provenientes de la industria, actividades
agroindustriales, de servicio y el tratamiento de aguas residuales

Limites. makimos permisibles para fenoles
Promedio-diario Promedio Instantaneo
5 ppm 10 ppm

Tabla 9. Limites maximos permisibles de fenoles en la calidad del agua para
consumo humano

Normatividad mexicana’® Normatividad canadiense’ Comunidad europea™
NOM-127-SSA1-1994 - . . ° g Directivo:75/440/EEC

1 ppb 2 ppb 1-10 ppb

Tabla 10. Lineamientos para la calidad del agua potable para compuestos de
impartancia para la satud por la Organizacion Mundial para la Saiud®

Constituyente - --Valornormado "%~ Observacicnes
Clorofenoles No existe un valor normado Producen un olor desagra-
relacionado con daios alasalud  dable al nivel de 0.1 ppb
Pentaclorofenol 10 ppb -—
2.4,6-Triclorofenol 10 ppb -

Tabla 11. Limites maximos permisibles de fenales en algunas industrias®

Promedio  Promedio

Tipo de industria . diario  instantineo Norma
[ppm] [ppm] :

tndustria  productora de 0.5 0.79 NOM-CCA-002-ECOL/1993
azicar de cafia
industria de refinacion de 1 1.2 NOM-CCA-003-ECOL/1983
petroleo y petroquimica
Industria de  productos 0.5 0.75 NOM-CCA-005-ECOL/1993
plasticos y polimeros
Industria del hierro y acero 0.5 0.75 NOM-CCA-013-ECOL/M993
Industria textil 0.1 0.2 NOM-CCA-014-ECOL/1993
Industria de impregnacion 0.1 0.2 NOM-CCA-019-ECOL/1993

de productos de aserradero
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Para industrias alimenticias como |a cervecera, refresquera, enlatadora de
alimentos, vegetales y frut7as secas, congelados, industria azucarera, los fenoles
no deben ser detectables.®

Tabla 12. Criterios Ecologicos™ - Acuerdo por el que se establecen los criterios
ecologicos de la catidad det agua CE-CCA-001/89 - Diario Oficial de la Federacion

vaeles maxmnos perm:subies de fenoies {ppm]

Compuesto ' Fuente de Recreatwo o Proteccnonala vida

abastecimiento con coniacto acuatica
de agua primario
potable - :
Agua dulce  Agua costera

2-Clorofenol 0.03 0.04 0.10
2 4-Diclorofenol 0.03 0.02
2.4-Dimetilfenocl 0.40
2 ,4-Dinitrofenol 0.07 0.02 0.05
Dinitro-o-cresol 0.01 0.01
Fenoi 0.30 0.0061 0.1 0.06
2-Nitrofenol vy 0.07 0.002 0.05
4-nitrofencl
Pentaclorofeno! 0.03 0.0005 0.0005

Tabla 13. Niveles maximos permisibles de fenol de acuerdo a
The Water Encyclopedia®

Nivel Fuente de Recreativo con Proteccion a la vida
abastecimiento contacto acuéatica
de agua potable primario
Tipo de agua Tipo de agua  Refugios
) de aves
dulce costera dulce costera costera
Optimo 1 ppb Sppb  50ppb 0.1ppb 0.5ppb 5 ppb
Maximo 5 ppb 50ppk 1 ppb 1 ppb 5 ppb 25 ppb
Industrias de
Nivel Irrigacion Recreacion ~ procesamiento
Rema y pesca’ de alimentos
Tipo de agua
dulce costera
Optimo 5 ppb 1ppm 1 ppb 5ppb
Maximo 20 ppb 10 ppm 10 ppb 50 ppb
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2.1.5 Usos
2.1.5.1 Principales usos de los fenoles

La aplicacién mas importante del fenol, de los &cidos cresilicos y del meta y
del para -cresol es la manufactura de resinas de fenol - formaldehido, y de resinas
epoxi.?¥"7%% FEgtas resinas se emplean como adhesivos en la industria
maderera, en la automotriz y en la de construccion. %

El fenol se ha utilizado como desinfectante; también se utiliza en Ia
produccion de antisépticos, preparaciones farmacéuticas, asbestos, baquelita,
coque, explosivos (2,4 6-trinitrofenol), fertilizantes, pinturas, removedores de
pinturas, perfumes, nylon, detergentes, plastificantes, antioxidantes, poliuretano,
dragas, herbicidas, fungicidas, pesticidas, caucho, aditivos para gasolina,
preservantes de madera. Es muy ut:llzado en la industria del petroleo, de Iz piel,
del papel, del curtido, deIJabon

El fenol se utifiza como materia prima en la sintesis de fencles clorados y
conservadores de ahmentos como el BHT (hidroxitolueno but:lado) y el BHA
(hidroxianisol butilado).*’

Algunos fenoles tienen varios usos, como el pentaclorofenol que se utiliza
para preservar la madera; el herbicida 2-4-D(acido 2 4-diclorofenoxiacético se
produce a partir de 2.4-diclorofencl; el antiséptico hexaclorofenol se obtiene a
partir del 2,4,5-triclorofenol; el sahcﬂato de metilo es un compuesto fendlico que se
utiliza como agente saborizante.” La preparacion de fosfatos de ftricresil
representa el mayor uso del meta y del para-cresol. Los cresoles y algunos
derivados del fenol se utilizan ampliamente como desinfectantes.

Los alguilfenoles y los polifenoles se utilizan en la produccién de tintes,
farmacéuticos, pfastificantes, antioxidantes, etc.; los butilfencles, particularmente
los terciarios, son materias primas de algunos importantes antioxidantes para
caucho natural y sintético, y poliolefinas plasticas.

La hidroquinona es uno de los agentes reductores mas ampliamente
usados, se uliliza como revelador en {otografia; el pirogalol también es un
importante agente reductor.®®
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2.1,5.2 Fenoles encontrados en aguas residuales®®’

A continuacién se incican las industrias generadoras de algunos
compuestos fenolicos.

Tabla 14. Procedencia da algunos compuestos fendlicos

Compuesto Industria generadora
Dinitro-o-cresol Produccion de pesticidas
2 4-diclorofenol Produccion de pesticidas
p-Nitrofenol Produccion de colorantes
p-Aminofenol Produccion de colorantes
Fenol Produccion de resinas sintéticas,
coque, gas natural,  colorantes,

refinacidn de aceite, Industria textil,
Industria del curtido Industria del
alquitran e Industria quimica

o-Cresol, m-Cresol, p-Cresol Manufactura de coque
Xilenol, etilfenol Licor amoniacal {gas carbdn)
Guaiacol, vainillina y acide vainillico Produccion de pulpa de madera

2.2 Determinacién de fencles
2.2.1 Significado e importancia de la determinacion de fenoles

L.a determinacion de compuestos fendlicos juega un papel muy imporante
en la medicion de la calidad del agua. El nivel de fenoles es un indicador de la
presencia de contaminacidn procedente de fuentes industriales que trabajan con
productos del petrdleo, gas, coque, celulosa, papel, resinas sintéticas, textiles
herbicidas, fungicidas, residuos de pestlmdas E)Iashco quimicos organicos,
colorantes, curtido de pieles y acero, entre otras.*

Los fenoles no sdlo provienen de fuentes industriales; frecuentemente se
encuentran en aguas superficiales naturales, debido a que son constituyentes de
algunas plantas e incluso se pueden formar durante procesos de humificacion de
los suelos.

Se consideran contaminantes debido a que provocan un incremento en la
demanda de oxigeno; su presencia, ain en el nivel de ppb, en suministros de
agua potable puede conducir, junto con el proceso de cloracson a la formacion de
clorofenoles gue dan un sabor y olor desagradables al agua.'

Todo ello ha provocado que existan ciertas restricciones para las industrias,
con el fin de prevenir grandes descargas de fenoles. Estas medidas han
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estimulado el desarrollo de procesos de desfenclizacién® dentro del tratamiento de
aguas residuales. El control de operacion de estos procesos debe ser soportado
por métodos analiticos confiables, que deben ser rapidos, aplicables en un
intervalo amplic de concentraciones y capaces de determinar fenoles aon al nivel
de ppb.

2.2.2 Métodos de determinacion de fenoles

Existen varios métodos que sirven para determinar cuanlitativamente a los
fenoles; a!gunos de ellos se utilizaban anteriormente y otros son de mas reciente
aplicacion >*%

2.2.2.1 Bromacion

Es posible determinar fenoles mediante una reaccién de bromacién, la
reaccion es rapida y completa para el fenol y el m-cresol, la sustitucion se da en
las posiciones orfo y para. Se utiliza una disolucién de bromuro-bromato como
fuente de bromo; el exceso de éste se hace reaccionar con yoduro de potasio, y ¢l
yodo producido en la reaccion se titula con una disolucidn de tiosulfato de sodio.

2.2.2.2 Titulacion acidimeétrica

Debido a que los fenoles son débilmente acidos pueden determinarse por
medio de una titulacién acidimétrica en un medic no acuoso; se han propuesto
varios disolventes y titulantes; normalmente se utiliza hldrox1do de tetrabutilamenio
en benceno-metanol como titulante y pindina como disolvente.®

2.2.2.3 Formacién de aductos y nitracion

Antes del desarrollo de la cromatografia de gases, la determinacién de orfo
y mela-cresol, en mezclas, se efectuaba a traves de ta formacion del aducto con
cineol y la nitracién de Raschig, respectlvamente

2.2.2 4 Espectroscopia de infrarrojo

En un inicio, la espectroscopia de infrarrojo se wlilizdb enormemente para
determinar fenoles en mezclas, en un intervalo de concentracién de 5 a 100 ppm,
e incluso al nivel de 10 ppb. Con este método es posible determinar fenoles para-
sustituidos, previa separacién; sin embargo, no se pueden determinar fenoles
orto-sustituidos.® E! método es bastante complicado, inciuye destilacion
fraccionada y el analisis de las fracciones separadas seguida por calculos
complicados para determinar las cantidades de los fenoles individuales presentes.

3 Entre los diversos tratamientos para eliminar fenoles de varios lipos de aguas los principales son:
coagutacion, floculacion, adsorcién con carbdn activado, oxldacmn con ozono, siendo ks mas
eficientas los dos Gltimos, con una efectividad de 90 a 100%.%
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En la actualidad este método ya no se utiiiza, ia cromatografia de gases 1o ha
desplazado ®® _

2.2 2.5 Espectroscopia ultravioleta

La espectroscopia ultravioleta ha sido muy utilizada para la determinacion
cuantitativa de fenoles.®® El intervalo de concentracion en donde generalmente se
aplica es de 0.1 a 0.9 ppm, aunque es posible también trabajar al nivel de ppb.
Una gran ventaja de este método es la posibilidad de determinar fenoles orto-,
meta- y para-suslituidos; sin embargo, solo es Bosible recuperar el 80% de fenol
en el tratamiento de preparacién de la muestra

2.2.2.6 Colorimetria y espectroscopia visible

Para determinar concentraciones de fenoles a nivel de trazas en aguas
naturales, aguas residuales y otros afluentes, existen varios procedimientos
colorimétricos capaces de realizar determinaciones aun al nivel de ppb,'53 y son
precisamente dos de ¢stos métodos los que se evallian en este trabajo.

2.2.2.7 Método espectrofotométrico de Gibbs

Este método se utilizd durante muchos anos, ya que es Uil para determinar
fenoles en intervalos de concentracion de @ a 10 ppm y de 0 a 100 ppb.* La
reaccion de Gibbs consiste en la condensacion 2,6-dibromoquinona clorimida con
el compuesto fendlico en la posicidn para, en medio alcalino (pH=9.4), para formar
el compuesto colorido del dibromoindofenol, que tiene un maximo de absorcion
entre 610 y 630 nm.®® Dentro de las desventajas que presenta este método, se
tiene la falta de repetibilidad en la reaccion, la inestabilidad de reactivos, ademas
de que no es posible determinar el p-cresol.”

2.2.2.8 Método espectrofotométrico del Nitrosofenol

Este método es util para la determinacion de mefa y para-fencles y consiste
en hacer reaccionar al compuesto fendlico con &cido nitroso, previamente
generado, para formar el nitrosofenol. Ef compuesto nitroso se enfria en un bafo
de hielo, se adiciona hidréxido de amonio alcohélico para finalmente formar la sal
quinoidina, que es un compuesto colorido y que tiene un maximo de absorcion en
420 pm. El intervalo de concentracion en el que se puede trabajar es de 0 a 10
ppm, una de sus ventajas es que se puede determinar el p-cresol.

2.2.2.9 Método espectrofotométrico de la 4-aminoantipirina

La reaccién de la 4-aminoantipirina (4-AAP)} ha sido adoptada por
diferentes organismos normativos, nacionales e internacionales, como un metodo
estandar para la determinacion de compuestos fendlicos en aguas naturales y
residuales.! 2804148 Eo asi que la Direccion General de Normas (México)
recomienda este método en la norma NOM-AA-50-1981.°"

15



En la literatura existe informacion que indica que el intervalo de
concentracion en el que se puede utilizar este método es de 0 a 100 ppb y de 100
a 2000 ppb.” % para concentraciones por encima de 100 ppb se utiliza el método
directo y, para concentraciones inferiores, se utiliza el metodo con extraccidn, en
el que se utiliza cloroformo para extraer el compuesto colorido. "

Los compuestos fendlicos volatiles se separan por destilacion de las
impurezas no volatiles. Posteriormente se hacen reaccionar a temperatura
ambiente con la 4-aminoantipirina a un valor de pH, que puede ser de 10 + 0.2,
como se indica en la mayoria de los protocolos sugeridos por orgamsmos
nommativos, 7283451 4 de 7.9 + 0.1 como también se ha recomendado®;
reaccion se lleva a cabo en presencia del ion ferricianuro como agente omdante
suave. Finalmente se forma un compuesto colorido que absorbe a 510 nm cuando
se utiliza el método directo y a 460 nm cuando se realiza la extraccidn con
cloroformo.

Algunos compuestos fendlicos con sustituyentes en la posicion para no
desarrolian color con la 4-aminoantipirina, el sustituyente nitro en posicién orto
impide la reaccidn y en posicion meta, la inhibe parcialmente.

Entre algunas ventajas de este método se puede citar, entre otras, la
reproducibilidad en los resultados y la estabilidad de los reacttvos sin embargo,
como desventaja, el método es sensible a los cambios de pH

2.2.2.10 Método espectrofotométrico del MBTH

El método del MBTH (Clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolinonahidrazona),
a comparacion del método de la 4-AAP, permite la determinacion de un numero
mas grande de compuestos fendlicos, ya que el MBTH reacciona con el fenal no
solo en la posicién para, sino también en la orfo si la primera se encuentra
ocupada. Otra de sus ventajas es que los productos finales tienen valores de
absortividad molar mayores y esto permite tener limites de deteccion mas bajos
Es por ello que se ha adoptado como un método estandar por la EPA%®

El MBTH reacciona con fencles en condiciones oxidativas' para dar un
compuesto colorido, que absorbe a 490 nm en cloroformo y a 520 nm en medio
acuoso.

2.2.2.11 Cromatografia de gases

En 'a actualidad, la cromatografia de gases se utiliza ampliamente para la
determinacion de fenoles en mezclas (ain al nivel de trazas). Las principales
ventajas de este método es que permite la determinacion y la separacion
simultanea de fenoles, incluyendo isémeros. Los fenoles se pueden determinar en
forma libre o como derivados. Frecuentemente se trabaja con derivados, L que
se eliminan las dificultades resultantes de la alta polaridad del grupo fenol ®
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2.2.3 Métodas recientes

Existen varios métodos de determinacion de fenoles en aguas naturales y
residuales gue se han desarrollado en los Gltimos anos,”® como los que se indican
en la siguiente tabla:

Tabla 15. Métodos recientes de determinacion de fenoles

Métodos

Polarografia 7

Polarografia oscilografica *

Sensores en amperametria
Voltametria *

Potenciometria oscilografica 7
Fluorimetria ’

Electrodos de membrana biocatalitica °
Electrodos selectivos de iones °
Biosensores *
ElectroforeSIs cap:lar
HPLC >

Cromatografia de gases
Cromatografla de gases - Espectrometria de masas
S"RMN °

Quimiluminiscencia por Inyeccién en Flujo ®
Andlisis por Inyeccidn en Flujo

345,68 55
57,55

Las técnicas de extraccidn liquido-liquido o sélido-liquido, combinadas con
cromatografia de gases o de liquidos, son de desarrollo reciente. Barceld y
Benfenati han realizado varios estudios al respecto

Los meétodos que utilizan cromatografia de gases {extraccion liquido-
liquido); se sustituyen, cada vez mas, por procedimientos de extraccion sélido-
liguido y cromatografia de liguidos. En efecto, éstos Ultimos evitan la manipulacion
de grandes cantidades de disolventes organicos toxicos y la derivatizacion de
fenoles, que no es un proceso sencitto.

Otra técnica reciente, es la microextraceion en fase sélida combinada con
cromatografia de fluido supercritico. La electroforesis capilar es una alternativa
muy podercsa a las técnicas cromatograficas clasicas para la separacion de
analitos polares. Las técnicas biologicas, principalmente los inmunoensayos y
biosensores, han tenido un gran auge en los Gitimos aftos debido a su respuesta
rapida y a su bajo costo.
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3. Determinacidn de compuestos fendlicos de acuerdo al método
espectrofotométrico de la 4-aminoantipirina (4-Amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-
pirazolin-5-ona)

3.1 Principio del método

Los compuestos fendlicos volatiles se separan de las impurezas no volatiles
por destilacién, se hacen reaccionar a temperatura ambiente con la 4-
aminoantipirina a pH 10 £ 0.2, en presencia del ion ferricianuro como agente
oxidante suave, para formar un compuesto colorido que absorbe a 510 nm en
medio acuoso y a 460 nm en cloroformo.*’

3.2 Reaccidn

La reaccién especifica del fenol con la 4-aminoantipirina es la siguiente: 25,48

; @ KFe(C) @

HyC
3 \ / alcala :<Z>':O
Hac o
Hac 3
4-Aminoantipirina Fenol Colorante de antipirina

p-quinonimina
Figura 2. Reaccidn del fenol con la 4-Aminoantipirina
Color: de an}anllo clarca naranjza para el método con extraccién
rojo o rojizo-marrén <7, para el método directo.
3.3 Reactividad
La siguiente tabla indica la reactividad de algunos fenoles cuando se hacen

reaccionar con la 4-AAP bajo las condiciones ya mencionadas.

Tabla 16. Reactividad de algunos fenoles frente a 1a 4-AAP

Posicién Tipo de sustituyente®* Reaccion
para -(CH2)5CHs, -Arilo, -OCOR, -NQ2, -NO, -CQAr, -CHO No
orto -NQ; No
meta -NO; Parcialmente
para -O0CR, -X, -OH, -OCHjs, -SO3H Si
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3.4 Desarrollo det método

1. Inicialmente Emerson propuso el uso de la 4-aminoantipirina para
desarrollar color con los fenoles. La reaccion propuesta consiste en hacer
reaccionar lgs fenoles con 4-aminoantipirina y un oxidante en medio alcalino, con
el objeto de prevenir la formacion de la antipirina rc:ja.2

De sus investigaciones se derivan varios aspectos importantes. Entre otros,
que, en disolucién amoniacal, el fenol y la 4-aminoantipirina forman con trazas de
Cu® un precipitado rojo oscuro, cuando se burbujea aire en la disolucion. Debido
a las dificultades que presenta dicha practica, es mas conveniente utitizar como
agente oxidante al ferricianuro de potasio [Kg,Fe(CN),s].2

Ei uso de la 4-amincantipirina presenta ventajas por su gran sensibilidad
para detectar fenoles y porque sus blancos dan prueba negativa. El color del
producto de reaccion puede ser de rojo a morado, dependiendo del tipo de fenol.
Como precaucion a considerar, se deben evitar excesos de agente oxidante ya da
lugar a la decoloracion de! compuesto colorido.??

Las conclusiones derivadas de los estudios de Emerson se mencionan a
continuacion:

a) Los grupos hidroxilo no aromaticos, no producen compuestos coloridos.
Debe estar presente por lo menos un grupo hidroxilo fendlico en la
molécula para que la prueba sea positiva.

b) Los sustituyentes en la posicién para al grupo hidroxilo del fenol evitan la
reaccidrr esto no sucede con los grupos halégeno, carboxilo, Acido
sulfonico, hidroxilo, metoxilo, ya que es muy probable que éstos sean
expulsados durante la misma.

¢) El grupo nitro en la posicién orto evita la reaccién, y en la posicion para
fa inhibe parcialmente.

d) La reaccién de ta 4-AAP con el fenol se da por la posicion para.

Las evidencias encontradas por Emerson y que le permitieron aseverar qué
el enlace entre la 4-aminoantipirina y los fenoles se da en la posicidn para son las

siguientes:

1. Cuando la posicion para esta ocupada por los grupos alquilo, arilo, éster, nitro,
benzoilo, nitroso y aldehide, no se forma el producto colorido aunque la
posicion orto se encuentre libre. Por otra parte, cuando la posicion para esla
ocupada por el grupo carboxilo o acido sulfénico, los productos son solubles en
cloroformo; esto no es comun, ya que se sabe que los productos coloridos gque
tiene grupos acidos no son solubles. Se puede deducir que dicha solubilidad se
debe a que durante la reaccion han sido expulsados los grupos acidos. Ademas
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se ha comprobado que cuando dichos grupos se encuentran en la posicion orto
o meta, los compuestos coloridos no son solubles.”

2. Gottlieb y Marsh>® desarroltaron un procedimiento para la aplicacion del reactivo
de Emerson (4-AAP) en la determinacién de algunos fungicidas fendlicos. Por otra
parte Martin*® desarrolié un procedimiento para determinar fencles en agua y
salmuera.

De acuerdo a una recopilacién realizada por E'ctinger,31 éstas son algunas
aportaciones realizadas por varios autores:

3. Segun Emerson y Beegle todos los compuestos que dan prueba positiva tienen
un sistema ceto-encl incorporado a la estructura del anillo aromatico, pero no
todos los compuestos aromaticos con dicho sistema dan resultados positivos.

4. Inicialmente, Emerson no hizo muchas recomendaciones relacionadas con el
control del pH y Gnicamente sefiald que éste tenia que ser lo suficientemente alto
para evitar la formacién de la antipirina roja. En otro estudio posterior, junto con
Kelley, se indico que e! pH es una variable importante en 1a aplicacion cuantitativa
de la prueba.

5. Ettinger también cita que Gottlieb y Marsh recomiendan como intervalo de pH
éptimo el comprendido entre 104 y 10.6. Generalmente en todas las
investigaciones citadas se utiliza como oxidante al KiFe(CN)g, en medio alcalino.

6. Por otra parte, en 1967 Faust y Mikulewicz® estudiaron el efecto de! pH a
valores de 8 y 10; asimismo propusieron un mecanismo de reaccion, la 4-AAP
ataca electrofilicamente al fenol en la posicién para en condiciones oxidativas
alcalinas. Se pudo comprobar que a un valor de pH 8 la reactividad es mayor, ya
que no se ven disminuidas las caracteristicas electrofilicas de la 4-AAP, como
sucede a pH 10. Esto se debe a que se da una competencia entre los iones OH',
que se encuentran en la disolucion, y el anillo aromatico de los fenoles por la 4-
AAP.

7. Con respecto al mecanismo de reaccion, éstos son los estudios que se han
realizado: En 1943, Emerson sugirid que, analogamente a las aminas aromaticas,
ta reaccion del fenol con la 4-AAP conducia a la formacion del aducto p-

quinonimina:
o
Ph
g o
Nt/
rs
" AE
+C HiC

Figura 3. Estructura de la p-quinonimina®
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Se propuso que en el caso de los compuestos para-sustituidos el grupo era
expulsado durante la reaccion, perc no se dio ninguna explicacion para dicha
expulsidn,

En una recopilacion de estudios realizados al respecto, Jones y Johnson*
sefalan varios aspectos importantes:

Emerson y Sagal apoyaron la existencia de la p-quinonimina. Mientras que
Miller, al no encontrar evidencias de |a expulsién de los grupos carboxilo o alcoxi,
sugirid un acoplamiento en ia posicion orfo.

Estudios posteriores confirmaron la hipdtesis de Emerson; se aislaron
compuestos coloridos de las reacciones de p-halofenoles y de los compuestos
correspondientes sin sustituyentes en la posicion para. Los productos resultaron
ser idénticos, lo que confirma la eliminacidn del atomo de haldgeno, con base en
espectros en el visible fue posible concluir que también ocurre la expulsién de los
grupos p-alcoxi y p-carboxi. Ademas, los resultados del anélisis elemental de los
compuestos coloridos correspondientes, conducen a férmulas empiricas del
aducto p-quinonimina esperado.

Una prueba mas de la estructura de la p-guinonimina, es que el producto
de la reaccion de la p-benzoquinona con la 4-AAP es idéntico al obtenido de la
oxidacién del fenol. Sin embargo, Ckano y Uskama sugirieron 9zue fa formacion de
complejos de transferencia de carga era responsable del color.

En 1973 Jones y Johnson retomaron la investigacion de la reaccion,
utilizaron 'RMN (Reseonancia Magnética Nuclear de protén). En el caso del fenol y
los p-cloro, ~carboxi, y -metoxi derivados, se encontré que tenian espectros muy
parecidos correspondientes a la estructura de la p- quinonimina.*

El producto de la reaccién de la p-benzoquinona con la 4-AAP fue idéntico
al obtenido de ta oxidacidn del fencl. Por consiguiente, los colores formados de p-
guinonas y 4-AAP son debidos a la formacion de p-quinoniminas y no a complejos
de transferencia de carga, como se habia sugerido anteriormente.

3.5 Factores que influyen en el desarrolio del compuesto colorido
a) Efecto del pH

Las variaciones de pH tienen un efecto en el desarrollo del color, es por ello
que se deben tener cieras precauc:}ones Algunos autores recomiendan como
intervalo de pH mas adecuado el comprendido entre 8.8 y 10.2, cuando se utiliza
amoniaco. Se ha observado que a pH mayor que 10.2, pequefias diferencias de
pH producen considerables cambios en la intensidad del color.
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Algunos autores sefialan que valores de pH mencres que 9.8 son
indeseables, ya que la anilina, y probablemente otros compuestos con sistemas
ceto-enol muestran una gran tendencia a dar una prueba positiva como los
fenoles.* Sin embargo, como ya se ha mencronado Faust y Mikulewicz sefialan
que a un pH de 8 se tiene una mejor reactividad.”

Por su parte, Ochynsk: ha indicado como intervalo de pH &ptimo el
comprendido entre 9 y 10. 7% Mientras que Shaw ha recomendado un valor de
10.4 £0.1.5°

b) Efecto del tiempo

Se ha observado Que el tiempo es una variable importante en la estabilidad
del compuesto colorido.*® El blanco, gue contiene 4-AAP y ferricianuro de potasio
en medio alcalino, se oscurece progresivamente; esto tal vez se debe a la
oxidacion de la 4-AAP. El producto colerido sufre una continua pérdida de color.
Laluz dir%cta del sol o de una fuente artificial, también tienen un efecto de pérdida
de color.*

Cuando se utiliza el metodo directo, el color se desarrolla en 5 mmutos y
no varia mgnnfcatwamente durante 150 minutos.* Otras fuentes indican 120 °
180 minutos.*® En el caso del método de Ia 4-AAP con extraccidn, el compuesto
colorido puede ser estable durante 3 horas.™

¢) Efecto de |a temperatura

Se ha considerado que la temperatura es un factor importante que debe ser
considerado en el desarrolio del compuesto colorido.® Interviene en la velocidad
de cambio y desvanecimiento de color en mezclas de reaccién acuosa y en
extractos cloroférmicos. Es muy importante tener un control de ésta cuando se
desea determinar cantidades pequedas de fenol. Las variaciones de temperatura
no afectan al blanco significativamente.® En un intervalo de 19 a 37°C no se
observan cambios en ia concentracidn def compuesto colorido.>

d) Efecto de |la concentracion de 4-AAP

El color del blanco es proporcional a la cantidad de 4-AAP. Por otra parte,
aunque la reaccnon es rapida. se requiere un gran exceso de 4-AAP para producir
un maximo color.® Cuando se utiliza la extracmon la cantidad de 4-AAP
contribuye a la intensidad de color del blanco.”

Se ha demostrado que el grado de pureza de la 4-AAP no influye

apreciablemente en la determinacion. La disolucién de 4-AAP es estabie durante
aproximadamente dos semanas si se guarda en un fugar oscuro y fresco;>* y si se
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conserva en un frasco ambar puede durar varios rr:eses, por lo cual no es
necesario preparar la disolucion cada vez que se utilice.

e} Efecto de la concentracion de ferricianuro de potasio

Es necesario que e! ferricianuro de potasio se encuentre en exceso con
respecto a la cantidad de fenol presente en la muestra.®® Cuando se realizan
extracciones con cloroformo un exceso de ferricianuro de potasio no influye
notablemente, ya que la cantidad que no reacciona no se extrae; sin embargo,
cuando no se realizan extracciones es preciso controlar este factor.*'

f) Efecto de las disoluciones amortiguadoras

No se observan diferencias cuando se utilizan disoluciones amortiguadoras
de borato, fosfato o carbonato.® Martin cita que los estudios de Emerson han
indicado que con el amoniaco, se tiene una mayor sensibilidad en la reaccion.*

g) Orden de adicidn de los reactivos

El orden de adicion de los reactivos debe respeiarse y se debe
homogenizar la mezcla después de la adicién de cada reactivo.®® Cuando se
mezclan 4-AAP y el oxidante se desarrolla un color rojo intenso, esto se debe a
que la 4-AAP se ha oxidado. Es por esto que ! alcali utilizado debe adicionarse
en primer lugar®' para evitar dicha oxidacién.>

3.6 Sensibilidad y precision

La sensibilidad es el incremento de la respuesta del instrumento con el
aumento en la concentracion.®® En espectroscopia, es proporcional a la
absortividad del compuesto formado y depende del tipo de fenol; ! sin embargo,
es posible incrementarla utilizando una extraccion.  De acuerdo a estudios
realizados con algunos hidrocarburos clorados se demostrd que éslos bpueden
utilizarse para extraer el compuesto colorido de la mezcla de reaccion.”® Se ha
elegido ai cloroformo, ya estudiado por Emerson,”® debido a que las extracciones
realizadas con este disolvente son muy eficientes, la intensidad del color del
extracto es estable. Por otra parte su costo, su disponibilidad y su toxicidad son
aceplables.

Se ha indicade que para incrementar la sensibilidad y la precision a bajas

concentraciones, es recomendable utilizar 1000 mL de muestra en vez de 500 mL,
con un volumen de cloroformo de 25 mL. !
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Se ha observado que al filtrar los extractos cloroférmicos a traves de un
papel fitro que contiene sulfato de sodio anhidro, se remueve et agua
emulsionada y aparentemente Ios extractos son mas estables, lo que contribuye a
tener precision en los resultados.®

3.7 Interferencias

Las interferencias mas comunes que pueden estar presentes en aguas
domesticas e industriales son: bacterias que descomponen al fenol, agentes
oxidantes o reductores, especies alcalinas,''***®' y compuestos sulfurosos o
aromaticos no fendlicos que en su estructura tienen un sistema ceto-enol.
Ademas, son mterferencsas todos aquellos compuestos que pueden colorear o
dar opacidad a la muestra.’

En determinadas condiciones algunas aminas pueden ser determinadas
como fenoles.*' De acuerdo a un estudio realizado por Ochynski, los cationes
ca® y Mg?, ias sales de hierro y la levadura no afectan la determinacion de fenol
en agua potable En ia siguiente tabla se indican algunas compuestos que
pueden interferir en la determinacién de fenocles,

Tabla 17. Interferencias en la determinacion de fenoles

Tipo de inferferencia "~ Tratamiento

Degradacién bioldgica Adlcaon de su]fato de cobre y acidificacién .con
acido fosférlco Acidificacion con H;SO4 a pH
menor que 4%

Oxidantes Adicion de acido ascorbico,*' arsenito de sodio,
sulfato de hierro o sulfato de hierro y amonio"’

Reductores Adicion de KsFe(CN)s *!

Aminas Destilacion a pH menor que 0.5 ¢

Sulfuros Destilacién previa adicion de sutfato de

cobre''#% y acidificacidn de la muestra E
menor que 4 con HiPOs, HCI 6 HzSO.. fnab
Adicion de AgNO; *®

Alquitran, aceites y grasas Extraccion alcalina con CCly '

3.8 Tratamiento que recibe la muestra antes de ser analizada

Se recomienda que las muestras sean analizadas dentro de las primeras
cuatro horas posteriores a su recoleccion, de lo contrano deben ser refrigeradas a
vna temperatura de 5 a 10°C hasta por 24 horas.®*®' Algunas otras fuentes
recomiendan una temperatura entre 2 y 4°C. Para evilar la oxidacién quimica o
bioguimica, las muestras se pueden acidificar a valores de pH entre 0.5 y 2 con
H4PO,, HC!, H,S04 0 NaHSO,. Se debe adicionar sulfato de cobre para eliminar
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sulfuros. Las muestras deben ser guardadas en recipientes de vidrio, no de
plastico, y preferentemente1 se deben analizar en un intervalo de 48 horas
posteriores a su coleccion. '™

La muestra debe ser clara e incolora, si se observa turbidez es necesario
fittrarla:*® esta operacion permite remover sulfuros y mercaptanos después de una
precipitacion.?® Sin embargo, para la mayoria de las muestras se requiere realizar
una destilacion con e! propésito de remover las sustancias interferentes® como
compuestos organicos, iones metalicos, que generan turbidez en la muestra.

3.9 Campo de aplicacion

Este método es aplicable al analisis de aguas naturales {(superficiales,
subterraneas y marinas) y potables. Tambien es posible utilizarlo con aguas
residuales y municipales, si se tienen las debidas precaucicnes para contrarrestar
los efectos de las interferencias. El método permite determinar fenoles a un nivel
de 5 pg/L cuando el producto colorido se extrae y concentra. Normalmente se
realiza la extraccién con cloroformo cuando se desea determinar concentraciones
de fenol inferiores al nivel de 50 pg/L;?® otras fuentes indican 100pg/L;" cuando
se rebasan estos valores es mas conveniente utilizar el método directo. Con el
método de la 4-AAP no es posible distinguir diferentes tipos de fenoles.?8%%%!

3.10 Ventajas

Existen otros métodos para determinar fenoles en aguas naturales y
residuales: sin embargo, el método de la 4-aminoantipirina se ha utilizado durante
varias décadas, ya que presenta varias ventajas frente a estos métodos. En un
estudio comparativo° en el que se estudiaron cinco de los métodos mas
utilizados: Gibbs, Nitrosofenol, 4-Aminoantipirina, IR y UV, se evaluaron
parametros como sensibilidad, precisién, exactitud, interferencias, reactivos y
olros mas. Finalmente se demostro que el método de la 4-AAP es de facil
manipulacién, rapidez en los andlisis, reproducibilidad en las curvas de
calibracion, es aplicable en un intervalo amplio de concentraciones, los reactivos
utilizados son estables y es el mas preciso y exacto al nivel de ppb 314854

3.11 Desventajas

En aguas residuales, existen compuestos fendlicos gue no pueden
reaccionar para producir el compuesto colorido; existen otros que, aungue
reaccionan, no presentan la misma sensibilidad que el fenol a los reactives
utilizados (ver tabla 18). Por otra parte, la presencia de sustituyentes sobre el
anillo aromatico disminuye la sensibilidad. Otra de las desventajas es que color
producido por los compuestos fenclicos con la 4-AAP no es el mismo para todos
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los compuestos. Esto dificulta la determinacion ya que, durante ésta, fas lecturas
de absorbancia se realizan a2 una longitud de onda dada; si la muestra contiene
una mezcla de compuestos fendlicos, con colores diferentes, algunos se podran
determinar de forma correcta, mientras que otros no.

Debido a que las muestras pueden contener una variedad de fenoles y a
que no es posible encontrar una mezcla estandar, se ha elegido utilizar al fenol
como un estandar. De esta forma cualquier color producido por la reaccidn de
compuestos fendlicos se refiere como fenol o como indice de fenol (1ISO 6439)
que incluye a los compuestos fendlicos gue reaccionan con Ia 4-AAP, bajo Ias
condiciones especificadas, para dar compuestos coloridos;*' y representa la
concentracion minima de compuestos fendlicos en una muestra.'

4. Determinacién de compuestos fendlicos de acuerde al método
espectrofotométrico del MBTH {clorhidrato de 3-metil-2-
benzotiazolinonahidrazona)

4.1 Principio del método

ta tendencia hacia el abatimiento de la contaminacién ha dado como
resultado la necesidad de contar con un método que sea capaz de determinar una
mayor cantidad de compuestos fendlicos. El método del MBTH, comparado con el
método de la 4-AAP, permite la determinacion de un numero mayor de fencles, ya
que el MBTH reacciona con el feno! no sélo en la posicidon para, sino también en
la orto, cuando la primera se encuentra ocupada ademas los productos finales
tienen valores de absortividad mayor (ver tabla 18).%

Tabla 18. Comparacuon la absomwdad molar del compuesto colorido
{Métodos sin extraccion)™

Valores de absortividad molar () x10°

_ METODO

Compuesto ‘ . MBTH -~ : 4-AAP
Fenol 26 14
4-Clorofencl 22 e
3-Cresol 23 o]
2-Nitrofenol 14 7
3-Nitrofenol 20 5
4-Nitrofenol 2 No hay reaccidon
2 4-Diclorofenot 28 22
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4.2 Reaccitn

El MBTH reacciona con fenoles en condiciones en las que se utiliza el
sulfato amonocérico como oxidante para dar un compuesto colorido de acuerdo a
la siguiente reaccion:**

OTS ”
/& N,
N N * ©/

CH,

en HS0, dil
o
[ ]—\—S [ :E—S
T N— ril N—N
CHs CHy

Figura 4. Reaccién del fenol con el MBTH

l {NH.)4Ce{ S04

o@

El compuesto colorido muestra un maximo de absorcidn a una longitud de
onda de 5200 nm. Cuando se extrae con cloroformo se observa un desplazamiento
3
a 490 nm.

4.3 Reactividad

El MBTH reacciona con el fenol en la posicidn para. Si esta gosicién se
encuentra ocupada, el MBTH puede acoplarse en la posicion orfo libre. 0

4.4 Desarrolio del método

1. En 1957, Mohler y Jacob™ realizaron una comparacion de los cinco métodos
mas sensibies para determinar fenoles, de ahi que se concluyd que el método de
la 4-AAP es el mas rapido, exacto y preciso, es por ello que fue adoptado para el
analisis de aguas residuales y de otra procedencia (Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater)*®. Sin embargo, 1a reaccioén de la 4-AAP
tiene varias deficiencias, una de ellas es que no reacciona con gran variedad de
fenctes sustituidos en la posicidon para, ademas es sensible a los cambios de pH.
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2. Posteriormente Hinig y colaboradores®*° informaron el descubrimiento de

nuevos compuestos coloridos tipo azo, productos de la reaccidén oxidativa de
acoplamiento entre el MBTH y fenoles, compuestos metilénicos reactivos o
aminas aromaticas. Estas sintesis abrieron nuevas posibilidades para la
determinacion de compuestos fendlicos.

3. En los primeros experimentos con el MBTH se utilizé KsFe{CN)s como oxidante
en medio alcalino. Aungue se obluvieron resultados aceptables con algunos
fenoles, con otros el rendimiento fue bajo. Por otra parte, se puso en evidencia
que las aminas aromaticas y las quinonas también pueden reaccionar.

4. Mas tarde, se utilizé como oxidante persulfato de amonio pero, debido a que la
velocidad de reaccion es lenta, fue descartado.

5. En 1964 Masuo Umeda informd que cuando se utiliza sulfate amonocérico, en
medic acido, el rendimiento se incrementa notablemente. También se menciond
que Ia presencna de grupos negativos en la posicion para retarda la formacion de
color.® La disolucién debe contener la cantidad de HSO4 requerlda para obtener
la acidez dptima para la reaccion, ya que el hidréxido de cerio empieza a precipitar
a pH mayores que 0.8.%

En ese mismo estudio, se demostré que la concentracién de sulfato amonocerlco
no debe ser alta, ya que un exceso conduce a una oxidacion del MBTH.Y

8. Friestad sefiala que, una vez que la reaccién se ha producido, es conveniente
tener un medio alcalino, ya que disminuye el color de fondo (se refiere a la
absorcion en la disolucién ocasionada por la presencia de especies absorbentes
diferentes a la de interés‘z) e incrementa los valores de absorbancia de los
compuestos coloridos. Para prevenir la precipitacién del hidréxido de cero, que se
produce con el incremento del pH, se adiciona EDTA a la disolucién alcalina. Es
recomendable adicionar etanol a dicha d:solucnoni ya gue éste tiene un efecto
estabilizante para algunos compuestos coloridos.*>*

En estas condiciones las absorbancias de la mayoria de los compuestos
coloridos permanecen estables durante aproximadamente 90 minutos.

4.5 Interferencias -

Debido a que el MBTH también reacciona con aldehidos alifaticos,
carbazoles, compuestos azo, estllbenos bases de Schiff, aminas aromaticas y
compuestos imino heteroaromaticos,*® se debe evitar la presencia de todos estos
compuestos. No obstante, las condiciones de reaccion son acidas y la mayoria de
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estos compuestos no provoca interferencias en este medio. La excepcién son los
aldehidos y las aminas aromaticas que deben ser removidos porque sus valores
de absorividad molar son elevados.®*%" Cuando la muestra se destila, los
aldehidos no se eiiminan y las aminas aromaticas si; ademas se tienen evidencias
de gue los aminofenotes no destilan baje condiciones acidas fuertes.

Usualmente el etanol contiene acetaldehido como impureza, esto se debe
evitar ya que interfiere en la determinacion. La acetona también reacciona con el
MBTH, es por ello también que se debe evitar su presencia.

4.6 Tratamiento de |la muestra previo a su analisis

La muestra se debe mantener a una temperatura de aproximadamente 4°C.
Para la mayoria de las muestras se requiere la destilacién con el fin de remover
materiales interferentes. Las interferencias de compuestos sulfurosos vy Ia
degradacion bicidgica se eliminan con la acidificacion de la muestra a un valor de
pH menor que 4 con H,SO; y con fa aireacion por agitacion breve. Los fosfatos
pueden ggecipitar, por lo que el acido fosforico no debe utilizarse para preservar la
muestra.

4.7 Campo de aplicacion

Este método es aplicable al analisis de aguas naturales (superficiales,
subterraneas y marinas) y potables, asi como residuales y municipales. Con el
método es posible determinar fencles en un intervalo de concentracién de 50 a
1000 pg/L; para concentraciones inferiores a 50 pg/L es conveniente realizar la
extraccion con cloroformo, de esta forma es posible determinar fenoles al nivel de
2 pg/L. De la misma manera que el metodo de la 4-AAP, con este metodo no es
posible diferenciar distintos tipos de fenoles.™

4.8 Ventajas

La reaccion de fenoles con MBTH es mas sensible que con 4-AAP; ademas
el MBTH reacciona con compuestos fendlicos con los que ia 4-AAP es incapaz de
reaccionar, algunos de ellos se encuentran sustituidos en la posicidn para.
Ademas, los valores de absortividad molar son mayores con el método del
MBTH.*¥

En un estudic comparativo se demostré que con el método del MBTH el

compuesto colorido se puede extraer al 100% con una solaa extraccion, en
cloroformo; en el caso det método de la 4-AAP se requieren dos,
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Otra de las ventajas del método del MBTH es que ho se ve afectado por fos
cambios de pH, segin estudios realizados por Goutden *

4.9 Desventajas del metodo

El color producido con el MBTH no es el mismo para todos las compuestos
fendlicos, puede ir de rojo a violeta con méximos de absorbancia situados de 460
a 595nm; esto es una gran desventgia ya que las aguas residuales pueden
contener gran variedad de fenoles.***** Por los mismos motivos sefialados en el
caso del mélodo de la 4-aminoantipirina, no es posible encontrar una mezcla
estandar. Por esta razén, se ha elegido al fenol como un estandar y asi, cualquier
color producido por la reaccion se refiere a este compuesto. Este valor representa
la concentracion minima de compuestos fendlicos presentes en una muestra.

El MBTH se utiliza para determinar aldehidos alifticos, si se encuentra una
cantidad de estos compuestos en la muestra se presentan interferencias ya que
como la muestra se encuentra en medio acido se facilita la reaccién del MBTH
con los aldehidos y se produce un compuesto catidnico de color azul con
maximos de absorbancia situados en 635 y 670 nm.**%

5. Espectroscopia de absorcion

Los métodos espectroscopicos son técnicas instrumentales muy utilizadas
en el analisis cuantitativo y en el cualitativo. Se clasifican segin la region del
espectro electromagnético implicada; siendo las mas impontantes las regiones de
rayos X, ultravioleta, visible, infrarroja, microondas y radiofrecuencia. K

Los métodos espectroscopicos de absorcion para el analisis de muestras
se basan en la medicién indirecta de la radiacion electromagnética absorbida por
ja materia, tomando en cuenta que la potencia de la radiacion electromagnética
disminuye como consecuencia de la absorcion que se produce en la interaccion
con el analito.

5.1 Espectro electromagnético
El espectro electromagnético abarca un intervalo muy amplio de longitudes

de onda. La siguiente figura representa las regiones del espectro electromagnético
empleadas en el andlisis quimico:
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Figura 5. Regiones del espectro electromagnético analiticamente Utiles
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La naturaleza de todas estas radiaciones es la misma; sus diferencias
radican en la frecuencia, la longitud de onda y los efectos que producen sobre la
materia. La interaccién de la materia con ia radiacion ocurre en todo el espectro

glectromagnético.
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5.2 Absorcidn de radiacién electromagnética

Se denomina absorcidn al proceso por el cual una especie, en un medio
transparente, capta selectivamente ciertas frecuencias de la radiacidn
electromagnetlca El fotdén absorbido hace pasar la especie M a un estado
excitado:® + hv o M*

5.3 Absorcidn en las regiones ultravioleta y visible

Las energias necesarias para producir transiciones de los electrones
externos de una molécula correspenden a radiaciones en las regiones uliravioleta
y visible. Los espectros moleculares se caracterizan por presentar bandas de
absorcion que comprenden un amplio intervalo de longitudes de onda,

Las medidas de absorcidn en las regiones visible y ultravioleta del espectro
proporcionan informacién cualitativa y cuantitativa sobre moléculas de interés
orgénico, inorganico y bioguimico.

5.4 Medicién cuantitativa de la absorcion
5.4.1 Ley de Lambert -Beer

La absorcion se mide al determinar la disminucidn de potencia que
experimenta un haz de radiacién; como resultado de las interacciones con las
especies absorbentes situadas en fa trayectoria de dicho haz. De ahi se puede
deducir la ley de Lambert-Beer: 1361.62

log Po/P =kbc=A

El términc k es una constante de proporcionalidad denominada
absortividad, cuyo valor depende de la estructura de la molécula, de la longitud de
onda de la radiacion incidente, del disolvente y del indice de refracciéon de la
disolucién. Cuando la concentracién, ¢, se expresa en moll, & se denomina
absortividad molar y se representa por €, cuyas unidades son: mol'cm’'L. La
longitud del paso dptico se representa por b 0 por |, y se expresa en cm. El
logaritme {en base 10) de la relacién entre la potenc;a |nc:|dente y la transmitida se
denomina absorbancia a la que se da el simbolo AS

5.4.2 Ley de aditividad de absorbancias
La ley de Beer se cumple igualmente en disoluciones que contiene mas de

una especie absorbente, siempre y cuando no hay% :r;tGezraccmn entre las mismas;
para un sistema multicomponente, la relacién sera;

Aoat = A1 + Ag + ..+ Ay = giboy + Eabca + L+ EqbC,

donde los subindices se refieren a las especies absorbentes 1,2, ..., n
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5.4.3 Limitaciones de la ley de Beer

Frecuentemente se observan desviaciones de la proporcionalidad directa
entre absorbancia y concentracion (cuando b es constante). Algunas de estas
desviaciones son importantes y representan limitaciones inherentes a la ley
debidas a la falta de monocromaticidad del haz de luz; también se suelen
presentar desviaciones cuando el soluto se encuentra en disoluciones
concentradas (como consecuencia de interacciones entre las especies presentes
en la disolucién), Otras desviaciones ocurren como consecuencia de la forma en
que se realizan las medidas de absorbancia (desviaciones instrumentales), o
como consecuencia de reacciones en las que participan las especies absorbentes
(desviaciones quimicas).®"*>7

5.5 Analisis espectrofotométrico cuantitativo

La espectroscopia de absorcion en las regiones de ultravioleta y visible es
una de las herran?;egtas mas utilizadas para el analisis cuantitativo por los
siguientes factores: 5

a) Amplio dominio de aplicacion
b) Gran sensibilidad

c) Selectividad

d) Precisidn

e) Exactitud

Su campo de aplicacion es muy amplio ya que es posible analizar especies
absorbentes y no absorbentes, esto Ultime se logra haciendo reaccionar fa
especie no absorbente con un grupo cromoforo.

Los pasos principales en un andlisis espectrofotométrico, consisten en
establecer las condiciones de trabajo y preparar una curva de calibracién que
relacione la concentracién con la absorbancia; la medicion de ésta se realiza a
una longitud de onda que corresponda a un maximo de absorcién. La curva de
calibracion debe abarcar el intervalo de concentracion, dentro del cual se espera
que se encuentren las muestras que se van a analizar.'*®

La naturaleza del disolvente, el pH de la disolucion, la temperatura, la
concentracion de electrolitos y la presencia de sustancias interferentes, son
variables que pueden influir en la absorcién de una sustancia.®'

Por lo antefior, es de gran importancia que, previo at andlisis cuantitativo,
se efectiie un estudio sobre la especificidad del reactivo empleado para producir
absorcién, la validez de la Ley de Beer, el efecto de sales, el disclvente, el pH, la
temperatura, la concentracion de reactivos, asi como el orden de adicion de los
mismos, el tiempo requerido para el desarrollo del cotor y la estabilidad del mismo,
el espectro de absorcion del reactivo y de las sustanc1izas absorbentes y el intervalo
Hptimo de concentracion para el analisis cuantitativo.
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6. Desarrollo y evaluacién de métodos analiticos
6.1 Métodos analiticos

Los métodos analiticos son de gran importancia, y deben ser confiables,
principalmente cuando involucran mediciones en muestras ambientales; ya que
éstas influyen en la toma de decisiones relacionadas con el cuidado de la salud
publica y el mejoramiento de la calidad del medio ambiente.**

6.1.1 Definicion de método analitico

Un método analitico es una serie de instrucciones, adecuadamente
redactadas, que definen completamente el procedimiento que debe seguirse con
el propésito de obtener los resultados analiticos requeridos. !

6.1.2 Metodo propuesto

Es aquel método que ha sido modificado o creado por un laboratorio u
organismo; pero que no ha sido evaluado por pruebas interlaboratorio.'®

6.1.3 Métodos normalizados

Son métodos que han sido aceptados para un determinado propaésito,
después de haber sidd probados a través de una prueba interlaboratorio, en la
gue cierto numero de laboratorios utiliza el procedimiento propuesto para analizar
un numero seleccionado de muestras con el fin de determinar el sesgo y la
precision del método.*®

Existen diferentes organizaciones reconocidas que producen estos
métodos normalizados, en los Estados Unidos de América se encuentran las
siguientes:**

ASTM - American Society for Testing and Materials
(Asociacion Americana para Pruebas y Materiales)
ANSI - American National Standards Institute
{Instituto Nacional Americano de Normas)
AOAC - Assaciation of Official Analytical Chemists
(Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales}
APHA - American Public Health Association
(Asociacién Americana para la Salud Publica)
AWWA - American Water Work Association
(Asociacion Americana del Agua)
WEF - Water Environment Federation (Federacién Ambiental del Agua)

Las lres Uitimas editan el libro: Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater (Métodos Normalizados para el Analisis de Aguas
Potables y Residuales).*®
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Es importante sefialar, que los laboratorios que utilizan metodos generados
por estas organizaciones tienen menos riesgo de cometer errores. #

6.1.4 Métodos oficiales

Un metodo oficial usualmente es producide o adoptado por una
organizacién gubernamental; debido a su importancia, estos métodos deben ser
validados antes de que se puedan declarar como métodos oficiales.

En los Estados Unidos de América se encuentran las siguientes
organizaciones que se encargan de producir métodos oficiales:®*

EPA - Environmental Protection Agency
(Agencia de Proteccion del Medio Ambiente)

NIOSH - National Institute for Occupational Safety and Health
(instituto Nacional de Seguridad y Safud Laboral)

FDA - Food and Drug Administration
(Administracion de Alimentos y Drogas)

6.1.5 Métodos normalizados para la determinacion de fenoles

Existen diferentes métodos de la determinacion de fenoles, que han sido
normalizados, como los siguientes:

Tabla 19. Métodos normalizados para la determinacion de fenoles

Denominacién " " Método:, ¥i-%; Organismo
NOM-AA-50-1981 4-AAP con extraccion DGN '
D 1783-87 4-AAP con y sin extraccion ASTM !
Method 6439 4-AAP con y sin extraccion 1SO, 1990 '
Method 420.1 4-AAP con y sin extraccién EPA-600/4-79-020 %8
Method 9065 A 4-AAP con y sin extraccion EPA SW-846-1986 *°
Method 716-57  4-AAP con y sin extraccion APl
Method 5530 4-AAP con y sin extraccion Standard Methods *®
Method 9067 A MBTH con y sin extraccion EPA SW-846-1986 *°
Method 8040 Cromatografia de gases EPA SW-846-1986 *
D 2580-89 Cromatografia de Gas-Liquido ASTM 1991 '
Method 6420 Cromatografia de gases

con extraccion liquido-liquido  Standard Methods “®
Method 716-58 infrarrojo AP

DGN: Direccién General de Normas,

SECOF! (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial), México.
1SO: International Standard Organization

(Organizacion internacional de Normalizacion)
APl: American Petroleumn Institute

(instituto Americano del Petroleo)
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6.1.6 Eleccion de un método analitico

La eleccion del método analitico se debe realizar después de considerar
varios factores como: el nivel de analito que se desea determinar, la naturaleza y
la cantidad de muestra disponible, el material, los reactivos, el equipo necesario,
el costo, las ventajas, los factores de seguridad, [a precision, la exaclitud, el
intervalo de trabajo, et limite de deteccion, el tiempo requerido, las interferencias,
el grado de validacion que se requiere, etc.***

Para algunos autores son de gran importancia la sensibilidad, la precision,
la exactitud y la selectividad:”' esta eleccion depende del propésito que se
persigue.

6.1.7 Desempefio del método

Entre los diferentes parametros que se utilizan para determinar si el
desempefio de un método es adecuado, se encuentran la precision, la exactitud,
el limite de deteccion,”® algunos otros autores indican que también es de
importancia el intervalo de concentracién cubierto por un metodo analitico.”

Con el proposito de asegurar un adecuado desempefio del método es
conveniente tener un control de calidad, que asegure que el método se encuentra
bajo control y que se satisfacen los requisitos relativos a la calidad.***® Dentro de
las principales fuentes que pueden ser la causa de error sistematico en los
resultados analiticos tenemos, entre ofras, las determinaciones de la lectura del
blanco, la calibracion del equipo y las interferencias.”*Para evaluar e} desempefio
de un método analitico es conveniente realizar pruebas interlaboratorio.’

6.2 Validacion de métodos analiticos

La validacion es un proceso experimental de gran importancia, que
involucra la colaboracion externa de varios laboratorios, métodos o materiales de
referencia, con el fin de verificar que la metodologia a seguir se basa en principios
técnicos bien fundamentados y es capaz de proporcionar datos analiticos
confiables para un determinado propésito.*****%®

Diferentes organismos recomiendan e! uso de metodos validados,*® ya que
garantizan un buen desempefio del método y la obtencién de resultados
confiables.

Cualquier métedo nuevo o modificado debe validarse, con el proposito de
demostrar csue es apropiado para ciertos fines y para determinar su precision y
exactitud 2***

Es importante sefialar que aunque los métodos hayan sido previamente

validados, no se debe asumir que son validos para una determinada situacién, ya
que se pueden presentar diferencias de composicion de matriz, cambios de
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reactivos, etc.; es por ello que el laboratorio de prueba tiene la responsabilidad de
probar la validez de la metodologia para aplicaciones especificas y 'a propia
habilidad de los usuarios para poner ésta en la practica; a este procedimiento
también se le conoce como verificacion de un método y es de gran importancia ya
que un método validado no es suficiente para la produccion de datos validos, la
mayoria de los métodos requiere del grado de habilidad alcanzado por los
analistas %

La validacion de los mélodos de analisis ambiental depende de las
caracteristicas de los mismos. Los procedimientos de validacion deben
considerar, entre varios aspectos, el muestreo, el manejo de las muestras, la
calibracién y desempefio de los instrumentos y del sistema analitico y los calculos
a desarrollar."

De acuerdo a Taylor, el procedimiento general de validacion de una
metodologia, incluye la determinacién de la precisién y del sesgo, éste ultimo
parametro se puede evaluar a traves de Materiales de referencia, si no se
encuentran disponibles, se pueden realizar comparaciones con otro método que
es confiable pero que por algunas razones no es conveniente utilizarlo para los
propasitos requeridos, también se pueden utilizar muestras adicionadas o©
materiales de referencia analogos.”

A continuacidn se enlistan algunos de los requisitos para la validacion de
un método de acuerde a diferentes organismos:

Exactitud: Grado de concordancia entre el valor obtenido y el verdadero.*®

Precision: Es el grado de concordancia egtre las resultados obtenidos al aplicar el
proceso experimental repetidas veces.***®

« 24,56
» 56

Limite de deteccion
Limite de cuantificacién

Selectividad y especificidad: Nivel al que puede determinarse un analito en una
mezcla compleja sin interferencias.>

Intervalo de concenlracién aplicable: es aquel en el que se pueden obtener una
exactitud y precision razonables.”*

Linealidad *°

Sensibilidad: Es la diferencia en la concentracion de analito que corresponde a la
diferencia mas pequefa en la respuesla del método que puede deteclarse.
Solidez (Robustez, rigurosidady: Es el efectc de las variaciones de un
procedimiento sobre los resultados de un método™ se refiere a un examen de la
estabilidgd del resultado producide cuando se modifican las distintas etapas del
método.”™™

* La definicién de encuentra en la pagina 50.
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7. Metodologia experimental y resultados
7.1 Procedimiento general
7.1.1 Diagrama de flujo del procedimiento general

Estabilidad de Tratamiento

tas soluciones estadistico
Curva de
calibracién

Eliminacion de
datos aberrantes

Prueba de
linealidad

Intervalo de
linealidad

l

Repeticion de
curvas de
calibracion

Determinacién de:
A maxima,
€, limite de deteccidn
limite de cuantificacion

% de recuperacion
en muestras sintéticas
y muestras reales

Estudio del comportamiento

del compuesto colorido Tratamiento
en funcion de: tiempo, estadistico
temperatura, pH (4-AAP), (ANOVA)

concentracion de 4-AAP 6 MBTH,
concentracion de agente oxidante

Determinacidn
de fenoles en
muestras reales

Comparacion
de métodos
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7.1.2 Equipo

Espectrofotémetro PERKIN ELMER UVAVIS Lambda 2
{» seleccionable 190-1100 nm),
equipado con celdas de vidrio apareadas de 1 cm de paso optico y con tapa.
Medidor de pH CONDUCTRONIC PC/8 digital con electrodo de vidrio combinado
Balanza analitica marca Mettler, modelo AE 163, fecha de calibracidn:14/Jun/95
Equipo purificador de agua MILLI-R010 PLUS
Equipo de destilacion que incluye: canastilia de calentamiento con redstato
integrado Electromantle, matraz bola de 1 L, T de destilacion, refrigerante reclo
y colector

7.1.3 Material

Embudos de separacion de 1 L, con tapon esmeritado y llave de teflon
Probetas graduadas

Matraces volumétricos de clase "A”

Pipetas volumétricas de clase "A’

Buretas de clase "A”

Matraces Erflenmeyer

Matraz kitasato

Embudo Buchner

Papel filtro Whatman N° 40, disco de 11 cm de diametro

Pape! filtro Advantec 3B, disco de 7 cm de diametro

7.1.4 Reactivos

Para realizar el trabajo experimental se utilizaron:

4-Aminoantipirina (4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona, Cy1H1aN30)
de 98% de pureza y punto de fusién de 108-110°C, marcas Aldrich y Fluka;
clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolinonahidrazona (CgH1oCINaS, MBTH) de 89%
de pureza, marca Merck; ferricianuro de potasio {KsFe(CN)s) al 99.6%, marca
Baker: etilendinitrilotetracetato disédico { NaxCioH14N20s, EDTA, sal disédica) al
99.4 %, marca Baker; acido barico (H;BOs) al 99.8%, marca Baker. Estos
reactivos se utilizaron como tal, sin purificacion previa para su uso.

Los siguientes reactivos fueron de grado analitico:

Fenol {Ce¢HsOH) marca Merck, sulfato amonocérico dihidratado
(Ce(S04)2.2(NH4)2804.2H,0) marca Sigma, tiosulfato de sodio pentahidratado
(Na,S:03.5H;,0) marca Merck, dicromato de potasio (K:Cr:0;) marca Merck,
cloruro de amonio (NH,Cl} marca Productos Quimicos Manterrey, hidroxido de
amonio (NH4OR) al 28% marca Malinkrodt, bromato de potasio {KBrQ,) y bromuro
de potasio (KBr) marca Quimica Dinamica, yoduro de potasio (KH) y bicarbonato
de sodioc (NaHCO;) marca Productos Quimicos Monterrey, sulfato de sodio
anhidro granulado (Na»S0,) marca Merck, almidén soluble marca Técnica
Quimica, cloruro de sodio (NaCl) marca Quimica Dindmica, hidroxido de sodio
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(NaOH) marca Baker, 4cido clorhidrico al 36% (HCl) marca Malinkrodt, acido
sulfurico concentrado (H2S04) marca Malinkrodt, alcohol etilico {C2HsOH) marca
Omnichem, cloroformeo (CHCI3) marca Baxter, disoluciones amortiguadoras de pH
4,7 y 10 marca Merck.

7.1.5 Disoluciones

Se prepararon las siguientes disoluciones con agua previamente purificada
con un equipo Millipore:

Almidén 2%, se disolvieron 2 g de almidén en agua caliente, se adicionaron unas
gotas de tolueno como agente preservante, se completd a 100 mL.

4-Aminoantipirina 0.5, 2 y 5%.

Bromato-bromuro, se disolvieron 1.4 g de KBrOs; posteriormente se adicionaron
5g de KBr, se diluyd y se completo a 500 mL.

Disolucién amortiguadora de pH, se disolvieron 8 g de NaOH, 2 g de EDTAy8g
de acido bérico en aproximadamente 200 mL de agua y se complet6 a 250 mL.

Disolucion amortiguadora de pH de trabajo, se mezclaron volumenes iguales de
Ja disolucion amortiguadora de pH y etanol.

Cloruro de amonio 5%

Dicromato de potasio 0.025 N, se pesé 0.31 g que ha sido previamente secado a
120°C durante 3 horas.

Ferricianuro de potasio 4, 8y 12%

Fenol 1000 ppm (disolucion de reserva), se disolvieron 1000 mg en agua recién
hervida y enfriada, se completé a 1000 mL, su composicién se determind por
titulacion.

Fenol 50 ppm (disolucién intermedia), se tomaron 5 mL de ia disclucion de
reserva y se diluyeron con agua recién hervida y enfriada, se completd
a100 mL.

Fenol § ppm (patrén de trabajo), se tomaron 10 mL de la disolucién intermedia y
se diluyeron con agua recién hervida y enfriada, se completé a 100 mL.

MBTH 0.375, 0.05, 0.0625, 0.2y 3%

Sulfato cérico amoniacal 0.5, 0.75, 1, 1.25 y 1.5%, se adiciono 1 mL de H,80,
concentrado por cada 100 mL de disolucion.

Tiosulfato de sodio 0.025 N, se disolvieron 6.205 g en agua recién hervida y
enfriada, se adicionaron 2 mL de cloroformo como agente preservante y
se completd a 1000 mL.

7.2 Estabilidad de las disoluciones

7.2 1 Normalizacién de la disolucidn de tiosulfato de sodio

7.2.1.1 Reacciones

La normalizacién de la disolucion de tiosulfato de sodio se efectud

e : o 59,63 L R o)
utilizando el método tradicional, 53 se trabajé con una disolucién de KCr0;
como patron primario, al que se hace reaccionar con Kl en medioc acido para
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producir I, que finalmente reacciona con la disofucion de Na;S;0; que se desea
normalizar; se utiliza disolucion de almidén como indicador.

Reacciones:

KoCrs0; + 6KI + 14HCI — BKCI + 2CrCly + 3, + 7H;0
3l; + 6NazS:0, —> 3Na;S405 + 6Nal

7.2.1.2 Procedimiento experimental

A 25 mL de agua que contienen 0.6 g de Kl y 0.4 g de NaHCO;, se adiciona
1 mL de HCI concentrado, se tapa el recipiente y se agita; posteriormente se
adicionan 10 mL de disolucion de K,Cr,0;, que ha sido preparada previamente y
de la cual se conoce su concentracion, se agita y se deja reposar en la oscuridad
durante 5 minutos. Transcurrido este lapso de tiempo, se procede a adicionar
poco a pocao la disolucion de Na;S;03 que se desea titular, en el momento en que
se tenga un color paja se adicionan aproximadamente 2 mL de disolucién de
almidén, la disolucion adquiere un color azul fuerte, se continda con ja adicién de
Na,S,0; hasta que la disolucion esté transparente, el matraz de la disolucién se
mantiene en agitacién durante la titulacion, finalmente se registra el volumen de
titulante gastado.

7.2.1.3 Resultados

a) Calculo de la concentracion

Las determinaciones se realizaron por duplicado, se calculd el promedio y
finalmente se determiné la normalidad del tiosulfato de sodio con base en la

siguiente relacion:

c CK2cr207 x 10 mL de disclucion de KszzOT
Nag5,0, = B

V NayS,04 consumido

Los resuitados de las normalizaciones se presentan en la Tabla |-A y en la
Grafica I-A del Anexo 1. Se realizo el tratamiento estadistico de los mismos con el
fin de definir el intervalo de tiempo en el que la disolucién es estable.

Dentro del tratarmiento estadistico se utilizé e! Andlisis de varianza
{conocido como ANOVA, del inglés Analzsis of Variance), que se utiliza cuando se
desea comparar mas de dos medias’. Para ello se separan y estiman las
diferentes causas de variacion que provienen principalmente de dos fuentes, una
de ellas se encuentra siempre presente y se debe al error aleatorio involucrado en
las mediciones, la ofra se debe a lo que se conoce como factor controlado o de

® | a media es la suma de todas las mediciones dividida por el namero de mediciones™’
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efecto fijo, que pueden ser variaciones en el método o en las condiciones en las
gue éste se lleva a cabo. Asi se puede Erobar si una alteracidn del factor del
control ocasiona diferencias signiﬁcativas.4

La prueba consiste en comparar las varianzas (¢°) dentro de la muestra
(error aleatorio) y entre las muestras (factor controlado), a traves de la prueba
esladistica F, que se calcula de la siguiente manera:
o? entre las muestras

a? dentro de las muestras

E! valor calculado de F se compara contra el valor critico Fxy, que se
encuentra en tablas {donde x = grados de libertad entre muestras, y = grados de
libertad dentro de las muestras, ver Tabla 20). Si el valor calculado de F es mayor
al critico, la hipétesis nula adoptada (que se representa como Hs e indica que no
existen variaciones significativas al cambiar e! factor fijo} se rechaza, es decir las
medias muestrales difieren en forma significativa.

Para realizar los calculos de Analisis de varianza se utilizd como
herramienta la hoja de calculo Excel (Windows 95, Versién 7); para ello se
seleccionan sucesivamente las siguientes funciones: Herramientas/Analisis de
datos/Analisis de varianza de un factor, se especifica el intervalo de datos a
trabajar y automaticamente aparecen los resultados.

Si no es posible realizar el anééisis de varianza de la forma anterior, se
pueden utilizar las siguientes formulas:*

Tabla 20. Formulas para realizar el analisis de varianza

Fuente de variacion = < \arianza Grados de libertad

Entre muestras [NE(% - i)zlix x=h-1

Dentro de las muestras [Eisx - %)Wy y = h{n-1)

Total v = hn-1
donde:

X, = media de la i-ésima muestra

X = media de todos los valores agrupados

x;= j-ésima medida de la i-ésima muestra

h = nimero de tipos de muestras

n = numero de elementos de cada tipo de muestra (réplicas)

Dentro del andlisis de varianza existe una valor conocido como diferencia
minima significativa (dms), que se utiliza para determinar si las medias difieren
significativamente entre si; cuando esto sucede la diferencia entre dos medias es
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superior a dicho valor. Para calcular la diferencia minima significativa se utiliza la
siguiente formula: s(2/n)'»t,, en donde s es un estimador de o dentro de Jas
muestras, y t es el valor de la t de Student para y, que son los grados de libertad
dentro de las muestras.*

b) Resultados del tratamiento estadistico

Se estudié la estabilidad de Ia disolucion durante 38 dias, en este intervalo
de tiempo se realizaron 8 determinaciones por duplicado

Inicialmente se planteé la siguiente hipbtesis nula:

Ho: El transcurso del tiempo no afecta la estabilidad de la disolucion de
tiosulfato de sodio

Resultados del analisis de varianza

Fcalculada Feritica P dms v
41.84 3.5 1.11x10” 0.0002 15
P = Probabilidad para aceptar la hipétesis nula
& entre muestras: 2.46x10'?
o2 dentro de muestras: 5.88x10°®
O Tiutacibn = 7.67x10°
dms = diferencia minima significativa
v = Grados de libertad

Debido a que el valor de F calculado es mayor gue el valor critico, se
rechaza la hipétesis nula, ademas la probabilidad para aceptar fa hipotesis nula es
muy peguefia. El valor de la diferencia minima significativa es muy pequedo, por
cual existe una probabilidad alta de que se rebase ese valor (ver tabla I-A).

Adicionalmente se calculd el % de variacién con respecto al dia en que se
prepard la disolucion, a los 10 dias es de 2.31%; éste valor es alto ya que la
disolucion de tiosulfato de sadio se utiliza como disolucion patron en la titulacion
de la disolucién de fenol, en este caso se podria aceptar una variacion del 0.5%;
por consiguiente es recomendable realizar la titulacion cada vez que se utilice la
disolucion. Es posible que la estabilidad de la disolucién se haya vista afectada
por presencia de microorganismos.

7.2.2 Titulacion de la disolucion de reserva de fenocl
7.2.2.1 Reacciones
La titulacién de la disolucion de reserva del fenol se efectué de acuerdo al

método tradicional, para ello es necesario que exista bromo (Brz) en la
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disolucion que se produce de la reaccion entre fos iones bromuro y bromato, en
medio acido. Debe existr un exceso de bromo para asegurar la formacion
cuantitativa del tribromofenol {precipitado blanco). Posteriormente, se hace
reaccionar el bromo libre con yoduro de potasio (K}, de esta reaccion se libera
yodo (1) que se titula con disolucién patron de tiosulfato de sodio, en presencia de
disolucion de almidon como indicador.

Las reacciones para la titulacién del fenol son las siguientes:

6H* + BrOy + 5B — 3Br; + 3H,0

OH OH
Br Br

+ 3Brp —» 1 + 3HBr
(en exceso}

Br
Tribromofenol (precipita)
Br; + 2KI — 2KBr + Iz

lo + 2Naz8203 —>» NaySi0s + 3Nal

7.2.2.2 Procedimiento experimental

A un matraz que contiene aproximadamente 40 mL de agua se adicionan
consecutivamente 20 mL de disolucién de reserva de fenol, 16 mL de disolucién
de bromato-bromuro y 2 mL de acido clorhidrico concentrado, se tapa y se deja
reposar en la oscuridad de 10 a 15 minutos para que se complete la reaccion.
Posteriormente se adicionan 0.4 g de yoduro de potasio. Finalmente se titula el
yodo liberado con la disolucién patron de tiosulfato de sodio, en presencia de
disolucion de almidén como indicador. Debido a que el tribromofenol es un
precipitado, la titulacion se debe efectuar con agitacién vigorosa, para que las
reacciones se lleven a cabo adecuadamente.

Por otra parte, se prepara un blanco que debe contener 20 mL de agua, 4
mL de disolucién de bromato/bromuro, 0.5 mL de acido clorhidrico concentrado,
se tapa el matraz y se deja reposar durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo
se procede a titular con disolucién patron de tiosulfato de sodio, con agitacién
vigorosa. En los dos casos se registra el volumen gastado de titulante.
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7.2.2.3 Resultados

a) Calculo de la concentracion

Las determinaciones se realizaron por triplicado, se calculo el promedio y
finalmente se determino la concentracion de fenol en 1a disolucion de reserva con
base en lo siguiente:

(V Na;S,0; gastado con el blanco x 4) - V Na,5,0; gastado con las muestras con fenol =
V Na,S.0; que equivale al fenol presente en las muestras

y moles de Na ;5,04 1 motdel; " 1 mal de Bry y

v . y I _ .- 1T
Na28:03 X 1000 L de disolucion de NagS,05  2moles de Na,S,0; 1 mol dely
1 mal de feno! " 94.11 gramos de fenol . 1000 mg de fenol « 1

3moles de Bry 1mol de fenol 1gramo de fenot 20 mlL de disolucién de fenct *

1000 mL d.e dlsqlucién de fenol =« zmglL de fenol
1L de disolucién de fenol

Los resultados de las titulaciones se presentan en las Tabla By I-C y en
las Gréaficas I-B y 1-C del Anexo |. Se estudiaron dos disoluciones de fenol. Se
realizéd el analisis de varianza de los resultados con el fin de definir el intervalo de
tiempo en que la disolucidn puede considerarse como estable.

b) Resuitados del tratamiento estadistico

Se planted 1a siguiente hipotesis:

H,: El transcurso del tiempo no afecta la estabilidad de la disolucion de
reserva de fenol

Estudio # 1

Se estudio la estabilidad de la disolucién en un periodo de 92 dias, durante
el cual se realizaron 12 determinaciones.

Resultados del andlisis de varianza

Fealguiada Feritica P : : -dms v
15.06 2.22 3.29x10° 7.01 35
o’ entre muestras: 261.46
o° dentro de muestras: 17.36
G Tilacion = 4.16
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Se rechaza la hipdtesis nula, por fo cual, el transcurso del tiempo es una
variable que afecta la concentracion de la disolucion de reserva de fenol. De
acuerdo a la tabla I-B {Anexo 1), sdlo para el primer dia posterior a la preparacion
de la muestra, la diferencia minima significativa no se ve rebasada.

Si se consideran los % de variacién con respecto al dia de preparacion de
la disolucion el valar maximo es de 2.81%,; esta variacion se considera elevada, ya
que el fenol se utiliza como disolucion patrén para las curvas de calibracion. Se
puede concluir que la disolucién es estable unicamente durante el dia posterior a
su preparacion.

Estudio # 2
El estudio tuvo una duracién de 190 dias, dentro de este periodo de tiempo

Gnicamente se realizaron 3 determinaciones.

Resultados del analisis de varianza

Fealculada Feritica . P’ s s dms : v
0.55 5.14 060 . B8.75 8
o° entre muestras: 10.49
o® dentro de muestras: 19.11
6 Tiutacien = 4.37

En este caso se acepta la hipdtesis nula con una probabilidad mas o menos
aceptable. En ningiin momento se rebasa la hipétesis nula, y los % de variacion
son muy pequefios {ver tabla I-C, Anexo 1), siendo el maximo de 0.37%, por lo que
en un inicio se podria considerar que la disolucién es estable durante el tiempo de
estudio, y que no es necesario realizar la titulacion cada vez que se ulilice la
disolucion; sin embargo, se debe tomar en cuenta que durante el intervalo de
tiempo que duré estudio se realizaron unicamente tres determinaciones, que no
son suficientes para poner en evidencia gue la disolucion es estable.
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7.3 Método espectrofotometrico
determinacién de fenoles

7.3.1 Diagrama de fiujo

de la 4-aminoantipirina para la

inicio

Filtracidon de
la muestra

Ajustar pH a
1040.2

|
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Adicionar solucion
de ferricianuro de
potasio; agitar

l

Leer la absorbancia
a 510 nm

Destilaciéon
de la muestra

<100 pgil
Ajustar pH a
1010.2

Adicionar solucion
de 4-AAP; agitar

Adicionar solucién
de ferricianuro de
potasio; agitar

Extraer con cloroformo
agitar; filtrar la fase organica

del destilado

L

Leer la absorbancia

Determinar la
a 460 nm

concentracién
de la muestra

Fin
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7.3.2 Método con extraccion
7.3.2.1 Curvas de calibracion

Se prepararon 500 mL de disoluciones estandar con concentracion de fenol
de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ppb. Posteriormente se adicionaron 10 mL de
disolucion de cloruro de amonio al 3%, el pH se ajusté a 10 + 0.2 con pequefias
adiciones de hidroéxido de amonio concentrado, se adicionaron 3 mb. de disolucién
de 4-aminoantipirina al 2% y 3 mL de disolucion de ferricianuro de potasio al 8%,

Después de cada adicion se agité con el propdsito de homogenizar, se
dejaron transcurrir aproximadamente 10 minutos para que se desarrollara ef
compuesto colorido. La disolucién se transfirié a un embudo de separacion de 1 L.
se adicionaron 25 mL de cloroformo, se agité vigorosamente durante
aproximadamente 2 minutos; se separaron las fases; la organica se filtrd a través
de un papel filtro Whatman No. 40, en el cual se colocaron 0.5 gramos de sulfato
de sodio anhidro, con el proposite de eliminar el agua de la fase organica.
Finalmente se leyé la absorbancia a la longitud de onda del maximo de absorcion,
que se obtuvo a través de los espectros de absorcion a 457-458 nm. Los
resuitados se presentan en la tabla lil-A del anexo Nl. Se utilizd el procedimiento
propuesto por ASTM D 1783-87;"' sélo se realizé una modificacién, en vez de
utilizar 5 gramos de sulfato de sodio anhidro, se utilizaron con 0.5 gramos.

Informacion obtenida a partir de las curvas de calibracion

Intervalo lineal

El primer paso fue obtener varias curvas de calibracion (tablas 1lI-A, 1iI-B,
I-C y l-D en el anexo Ill), se delimité el intervalo de linealidad por simple
observacion y por el coeficiente de correlacién de la regresion lineal (tablas -E,
iN-F, -G y lit-Hy,

Linealidad

Dentro del intervalo elegido se eliminaron los puntos que parecian
aberrantes, para ello se utilizé Ia prueba Q de Dixon,*® que es una de varias
pruebas que se utiliza para eliminar valores aberrantes. La prueba consiste en
calcular un valor Q mediante la siguiente relacién:

Q=[valor sospechoso - valor mas cercanol/[valor mas grande - valor mas peqguefio]
El valor de Q caiculado se compara con ef valor critico, éste se obtiene de
tablas estadisticas para v (grados de fibertad), que se calcula al restar una unidad

al nimero total de mediciones. Si el valor calculado supera al valor critico, se
rechaza el valor sospechoso,
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Posteriormente se realizd la regresion lineal para obtener los valores de la
pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de corretacion (), {Anexo
). También se calculd Ia desviacién estandar para la pendiente (sm) y la
ordenada al origen (sy), con base en las siguientes formulas:®®

Sm = Synl{Zi(% - R
Sp = Sy Zi X InZi(xi - X))

donde:
Xi = representa los diferentes valores
de concentracidn utilizados en la curva
% = es el promedio de todos los valores de
de concentracion

sy S€ calcula con base en la siguiente formula:

Sy = (B - ¥ (-2}

donde:

yi = representa los diferentes valores
de absorbancia obtenidos

y; = representa los diferentes valores
de absorbancia obtenidos a partir de
la curva de calibracidn ajustada

A partir de los valores de sm ¥ s, € obtuvieron los intervalos de confianza
para la pendiente y la ordenada al origen {tablas |lI-E, II-F, )II-G y lI-H, Anexo llI),
gue se expresan de la siguiente forma:

m-th2Sm<m<m + th2S5m y b - thass< b < b + 25

donde:
tn2 = t de Student para n-2 grados de libertad, siendo n el nimero de
puntos de la curva

A partir del intervalo de confianza de la ordenada al origen se determiné si
el punto (0,0) formaba parte de la poblacion de los puntos, en el caso de ser
verdadero éste se incluyé dentro de los puntos de la curva, y se recalcularon los
valores de m, b y r. Esto se di6 para todas las curvas del metodo de la 4-AAP con
extraccion (C/E), para las curvas 1, 2, 3, 4 y 5 del método 4-AAP sin extraccion
(S/E), para las curvas 1, 3, 5, 6 y 7 del método del MBTH CJ/E y curva 2 del
método MBTH S/E.

Para evaluar qué curvas pertenecian a una misma poblacion se realizo la
regresion con y sin las curvas cuya pendiente aparentemente era diferente a las
demés, si con esto aumentaba el coeficiente de correlacion se eliminaba dicha
curva; para hingun método fue necesario que se eliminara alguna curva.
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Finalmente se promediaron los valores de absorbancia para cada valor de
concentracion de fenol y se obtuvo una curva representativa para cada método,
ver Tabla llI-l y Graficas lI-1, 111-2, 11I-3 y [1I-4, Anexo |1l

Longitud de onda de méxima absorcion

La determinacion de la longitud de onda de méxima absorcion se llevo a
cabo antes de realizar las curvas de calibracidén. Se obtuvieron varios espectros
con el estandar de concentracion intermedio, entre los preparados para cada
curva {ver espectros en Anexo II), se informa el valor o el intervalo de valores que
aparecieron con mayor frecuencia.

Absortividad molar (g}

Este valor se calculd a partir de la curva de calibracién representativa para
cada metodo, de acuerdo a la ecuacion de la Ley de Lambert-Beer (A=ebc).

Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

Existen diferentes métodos de calculo para determinar el limite de
deteccidn y el limite de cuantificacion, es por ello que es de gran importancia que
cuando se cite un valor en un trabajo se proporcione indique el método de calculo
utilizado. En el presente trabajo se utilizaron dos métodos de célculo, el Método A
y el Método B

Método A

Limite de deteccién: es la concentracién de analito que proporciona una
sefial igual a la sefial del blanco, ys , mas tres veces la desviacion estandar
del blanco sg.

Seguin Miller, el valor de b (ordenada al origen) puede ulilizarse como una
estimacion de yg, para sg se puede utilizar sy (definido anteriormente), de
esta manera se calcula b + 3 s, y posteriormente se expresa en unidades
de concentracion.

Limite de cuantificacién: se considera como el limite de concentracidbn mas
bajo con el que se pueden realizar mediciones cuantitativas con precisidn.

Miller recomienda que se exprese como el valor de b + 10sy,.

Para realizar los calculos se utilizaron las curvas representativa obtenidas
para cada método.

° £ método A se refiere al sugerido por Miller en el libro Estadistica para Quimica Analitica*® y el
19 y
método B es el recomendado por la norma ASTM E 876-89.
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Método B

Limite de detecciéon: Es la concentracion estimada mas baja que permite
determinar con un ggrado de confiabilidad definido si un elementc se
encuentra presente.’

L. D.=mts
donde:
m = es la pendiente de la recta concentracion en funcion del
promedio de las lecturas para cada concentracion.
i = es el valor de la t de Student para # total de mediciones - # de
concentraciones (valor dado para una cola)
n = es el nGmero de curvas realizadas
s = La desviacion estandar global estimada a partir de las curvas de
calibracion dadas y se calcula obteniendo la raiz cuadrada de s’ que
esta dada por:

§% = (SIS x0)nyHE x2)2inz+... +(E xi) s M(N-k)

donde:
xi = representa todas las lecturas
N = total de mediciones
k = nimero de grupos
(cada grupo representa una concentracion dada)
n = nimero de mediciones en cada grupo o numero de curvas de
calibracion

Limite de cuantificacién: es la concentracion estimada més baja que se
puede determinar con un grado de confiabilidad definido.**

Se calcula de la siguiente forma.
L.C. = (4ts;)n'?

t = es el valor de la t de Student para # total de mediciones - # de
concentraciones (valor dado para dos colas)

n = es el numero de curvas realizadas

s. = es la desviacion estandar de la concentracion y se calcula al
multiplicar 1a desviacion estandar global (s) por la pendiente {m)

Precision

La precision es una medida del grado de concordancia entre los analisis
multiples de una muestra dada.®® Se puede evaluar de diferentes formas,
mediante analisis de réplicas, analisis repetidos de un estandar estable o analisis
de adiciones conocidas sobre las muestras. Se puede utilizar la desviacion
estandar como un estimador de la precision.
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Para obtener la precision global de cada método se consideraron
resultados que se habian obtenido por duplicado en los diferentes estudios
realizados y los que se obtuvieron bajo condiciones idénticas a los estandares de
las curvas de calibracion; aunque en diferentes dias. En esta evaluacion se
incluyen errores implicados en la preparacion y analisis de muestras, el error del
operador, la variacion del resultado con respecto al dia del analisis.

Cuando se efectGan determinaciones por duplicado, la amplitud de
resultados, R, es tan eficaz como la desviacion estandar, ya gue las dos medidas
difieren en una constante (1.128s = R ).*® La amplitud se calcula al dividir la suma
de todas las diferencias (valores absolutos) entre el numero de observaciones
R=Td/n. La desviacion estandar (s), que representa la precision, se obtiene al
dividir R por 1.128.

Los datos y calculos de la precisidn se encuentran en el Anexo V. La
precisién obtenida para cada estudio es la pn;ecisién para un mismo operador -
con el mismo equipo - operando diferente dia.'

Es importante mencionar que tiene sentido calcular la precision de un
método siempre y cuando el procedimiento esta en condiciones de contral
estadistico, ™ esto se conoce al realizar graficos de control."“**® En el presente
trabajo no se realizaron; sin embargo, se espera que los valores obtenidos sean
estimadores adecuados de fa precisidn.

Exactitud

No fue posible calcular la exactitud de cada meétodo debido a que no
existen patrones certificados de disoluciones de fenot.*®

7.3.2.2 Datos obtenidos a partir de fas curvas de calibracion

a) Intervalo lineal
0-160 ppb
Intervalo informado: 0-100 ppb™

ASTM recomienda que se trabaje con este método hasta 100 ppb."' Las
curvas 1-4 se trabajaron hasta este valor y se observd un comportamiento lineal.
La curva 5 se trabajé hasta 160 ppb y también se observo linealidad (m=0.0043,
0.0238 y r=0.9991). No se descarta la posibilidad de que el comportamiento sea
lineal para concentraciones superiores.

b) Linealidad

Resultados de la regresion lineal de la curva representativa:
Pendiente = 0.0043 + 0.0001 ppb™

Ordenada al origen = -0.0120 + 0.0082

Coeficiente de correlacion = 0.9997
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Los resultados son muy aceptables, a pesar de que éste fue el primer
método con el que se trabajd.

¢) Longitud de onda de maxima absorcién
457-458 nm (ver Espectro 1, Anexo Il)
Valor informado: 460 nm'"

En realidad el intervalo de longitud de onda no difiere mucho del informado.

d) Valor de absortividad molar
15048 cm™'mol 'L
No se encontré algun valor mencionado en la literatura.

e) Limite de deteccién
Métado A = 2.68 ppb
Método B = 12.85 ppb
Valor informado: 2 ppb, para método automatizado >
El valor calculado por el método A es muy cercano al informado; sin
embargo, se debe considerar que existe una influencia en la forma en la que se
realiza el analisis, por lo que no es muy adecuado comparar rigurosamente.

f) Limite de cuantificacion
Método A = B.97 ppb
Método B = 27.63 ppb

No se encontraron valores informados en la literatura.

Resulta evidente que tanto para el limite de deteccion, como para el limite
de cuantificacion, existen diferencias significativas con respecto al método de
calculo que se utilizd.

g} Precisidn
2.41%
En un intervalo de concentracion estudiado de 84.30 a 118.27 ppb, con 14
determinaciones por duplicado.
Valores informados:
3.6%, 5 ppb, 11 determinaciones por duplicado:”
3.3%, 18-75 ppb®

El resultado obtenido es muy aceptable ya que supera al valor informado,
aungue debe considerarse que éstos tltimos se calcularon para concentraciones
menores y para las que es mas probable que se tenga una no muy buena
precision.
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7.3.2.3 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad de!
compuesto colorido

Se prepararon muestras sintéticas de concentracion de fenol de 100 ppb
por triplicado, se realizaron lecturas de absorbancia a diferentes tiempos. Se
trabajé con tubos HACH® con tapdn, para impedir la evaporacion, se guardaron
las muestras para no ser expuestas a la luz en los momentos en gque no se
realizaron tas lecturas de absorbancia.

Inicialmente se planted la siguiente hipotesis nula:
Ho = EI transcurso del tiempo no afecta la estabilidad del compuesto

colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Feale ' Feritica dms p v
1. Muestra (a) 24.4 4.06 0.0040  2.2x107 11
2. Muestra (b) 1.75 2.66 0.0140 16x107 23
3. Blanco 160.3 3.11 0.0040  1.48x107"° 17

a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo como blanco
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de las muestras

Los resultados se encuentran en fas tablas A-1, A-2 y A-3, Anexo IV,

1. Este estudio inici6 a partir de 2.67 horas transcurridas después de la
preparacion del compuesto colorido; v es hasta 4.97 horas donde éste es
estable. Posteriormente (a las 26.92 horas), hay un aumento significativo en la
absorbancia, tal vez provocado por una posible evaporacion del disolvente, por
consiguiente se rebasa la dms,

2. La muestra fue estabie durante el tiempo de duracion del estudio (23.17 h).

3. La dms se supera desde la primera lectura, esto se debe a que existen errores
al trabajar con tubos HACH®, ya que hay repetibilidad en las lecturas.

La muestra que se lee contra el blanco es estable durante un intervalo de
tiempo grande; sin embargo, se debe considerar que con el transcurso del tiempo
también hay variaciones en la absorbancia del blanco y de la muestra, por un
deterioro ocasionado con el transcurso del tiempo o por una evaporacion del
disolvente. El compuesto colorido es estable hasta 4.97 horas posteriores a la
preparacion de la muestra, esto supera el valor informado de 3 horas. ™
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7.3.2 4 Estudio del efecto de la temperatura en el desarrollo del compuesto
coiorido

Se prepararon muestras sintéticas de concentracion de fenol de 100 ppb
por triplicado, se realizaron lecturas de absorbancia a 10, 15, 23, 30 y 35°C. Se
utilizaron tubos HACH® provistos de un tapén con el propdsito de evitar en lo
posible la evaporacién del disolvente; se trabajo con bafo maria para llevar a las
muestras a los diferentes valores de temperatura.

H, = Las variaciones de temperatura no afectan el desarrollo del compuesto
colorido.

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio . Fea Fentica dms P v

Muestra (b) 4.68 3.48 0.0192 0.0217 14

b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de las muestras

Existen diferencias entre 10 y 30°C, y entre 10 y 35°C (ver tabla A-4, Anexo
IV}). La dms casi se rebasa al comparar los valores para 23 y 30°C (diferencia de
0.016). Con base en estos resultados, se puede decir que la temperatura no tiene
efecto en el desarrollo det color, en el intervalo de temperatura que abarca de 15 a
30°C: este intervalo se encuentra a valores inferiores comparado con el informado
en la literatura 19-37°C. %

Si se realizan comparaciones tomando como referencia la temperatura de
23°C, se observa una disminucion en la absorbancia a temperaturas mayores y un
aumento en absorbancia a temperaturas menocres.

7325 Estudio del efecto de la variacion del pH en el desarrollo del
compuesto colorido

Este estudio se realizd tnicamente con el método de la 4-AAP; ya que,
segin la literatura consultada, existen variaciones en este método cuando se
trabaja a diferentes valores de pH,g'2 mientras gue por ofra parte se ha indicado
que esto no sucede con el metodo del MBTH.* Se calibro el equipo medidor de
pH con las disoluciones amortiguadoras; se prepararon muestras sintéticas de
concentracion de fenol de 100 ppb a diferentes valores de pH (4.7, 7.0, 8.0, 8.5,
9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0y 11.5).

Inicialmente se planted la siguiente hipdtesis nula:
H,= Las variaciones de pH no afectan el desarrollo de! compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio: .75 Feag_ Feritica Dms P \%

Muestra (b) 907.26 2.39 0.0133 4.12x10% 29
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b= se refiere a las lecturas realizadas contra el bianco de 1as muestras

Se rechaza la hipétesis nula, esto significa que las variaciones del pH
influyen en el desarrolio de! compuesto colorido. Se calculé 1a diferencia entre el
promedio de cada valtor de pH con el de la muestra de pH 10.0, y se encontro que
la dms no se supera en el intervalo de pH de 8.5 a 10, (ver tabla A-5, Anexo IV),
géste seria entonces el intervalo de pH en el que se puede trabajar sin que existan
variaciones significativas. Este intervalo se encuentra a valores menores de pH
con respecto a los informados en la fiteratura, que son 9-10.7% y 10.3-10.5”
ademas es mas amplio el valor encontrado si se compara con el Gltimo de los
informados.

Ademas se observo, que a pH 8.0 es cuando se favorece la formacion del
compuesto colorido, ya que la absorbancia es mayor si se compara con las otras
muestras: esto concuerda con la literatura ya revisada.”> A valores de pH
inferiores a 8 y superiores a 10 se observa una disminucion en la absorbancia.

7 3.2 6 Estudio del efecto de la variacion en la concentracion de 4-AAP en
el desarrollo dei compuesto colorido

Se trabajo con concentraciones de 4-.aminoantipirina de 0.5, 2 y 5% y con
muestras de concentracion de fenol de 20, 50 y 150 ppb.

Hipoétesis nula:

H, = La variacion en la concentracion de 4-AAP no afecta el desarrolio del
compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

TipO de estudio - Peate Fritica dms = P v
1. Muestra I-a 420 5.14 0.0069 3.55x107 8
2. Muestra I-b 1412 5.14 0.0070  9.51x10° 8
3. Muestra ll-a 600 5.14 0.0064  1.22x107 8
4. Muestra Il-b 1711 5.14 0.0061  5.36x107 8
5. Muestra lll-a 2789 5.14 0.0051  1.24x10° 8
6. Muestra It-b 12375 514 0.0032  1.42x10™ 8
7. Blanco 226 5.14 0.0061  2.24x10° 8

a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo como blanco
b= se refiere a las lecluras realizadas contra el blanco de muestra
Muestra | tiene una concentracion de fenot de 20 ppb

Muestra II: tiene una concentracion de fenol de 50 ppb

Muestra 1Il tiene una concentracion de fenol de 150 ppb

El blanco se lee contra cloroformo
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De acuerdo a los valores de la F calculada y a la probabilidad para aceptar
la hipotesis nuta, en todos los estudios se rechaza ésta; esto significa que la
variacién en ta concentracion de 4-AAP influye en el desarrollo del color.

Con base en los resultados obtenidos (ver tabla A-6 en Anexo IV), se puede
observar que al variar de una concentracion de 4-AAP de 0.5% a 2% aumenta la
absorbancia. Se podria esperar que con una concentracion de 5% la absorbancia
fuera superior, sin embargo, esto no sucede, ya que la absorbancia es
ligeramente menor con respecto a la obtenida con disolucion de 4-AAP al 2%: No
se tiene una explicacién de lo observado.

Si se comparan los promedios de las mediciones con fa diferencia minima
significativa dentro de cada estudio, ésta se rebasa en todos los casos, a
excepcién del estudio 4 en donde no existen diferencias entre las disoluciones
que se trabajaron con 4-AAP al 2y 5%.

Es mas conveniente trabajar con disolucion de 4-aminoantipirina de
concentracién 2%, ya que se obtiene un maximo desarrollo del compuesto
colorido: esto coincide con el valor indicado en el protocolo de la ASTM."!

La disolucién se preparé en cada andlisis; sin embargo, se puede preparar
una captidad mayor y guardar en refrigeracién por varias semanas e incluso
meses,

7.3.2.7 Estudio del efecto de la variacién en la concentracion de KaFe{CN)s
en el desarrollo del compuesto colorido

Se trabajé con tres concentraciones diferentes de fenol (20, 50 y 150 ppb),
el estudio se realizd por triplicado, con variaciones en la concentracién de
KaFe(CN)s (4, 8 y 12%).

Hipotesis nula:
H, = La variacion en la concentracion de ferricianuro de potasio no afecta el
desarrollo del compuesto colorido.

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Fialés Feiica . dms P v
1. Muestra l-a 164 9.55 0.0074 8.6x10° 5
2. Muestra t-b 25 9.55 0.0136 1.3 x10°2 5
3. Muestra ll-a 26 9.55 0.0566 1.3x10% 5
4. Muestra |l-b 21 9.55 0.0598 1.7 X107 5
5. Muestra lli-a 89 9.55 0.0469  2.1x10° 5
6. Muestra lll-b 156 9.55 0.0317 9.3 x10* 5
7. Blanco 513 5.14 0.0095 5.0 x107 8
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a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo comeo blanco
b= se refiere a tas tecturas realizadas contra el blanco de muesira
Muestra [: tiene una concentracion de fenol de 20 ppb

Muestra II: tiene una concentracién de fenol de 50 ppb

Muestra IIl: tiene una concentracion de fenol de 150 ppb

El blanco se lee contra cloroformo

Se observé un aumento en la absorbancia en las muestras y en ei blanco
con el incremento de la concentracién de ferricianuro de potasio (ver tabla A-7,
Anexo V).

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que se rechaza la
hipdtesis nula en todos los casos; aunque en el estudio 7 |a F calculada es inferior
y practicamente igual a fa critica, también se rechaza la hipétesis nula, ya que la
probabilidad para aceptarla es muy pequefia.

Para todos los estudios, a excepcion del 6, la dms no se ve rebasada
cuando se comparan los resultados obtenidos con concentraciones de ferricianure
de potasio de 8 y 12 %, adicionaimente para el estudio 7 tampoco existen
diferencias significativas entre los resultados obtenidos con concentracicnes de
ferricianuro de potasio de 4 y 8%.

A partir de estos resultados se puede concluir que no existen evidencias de
variaciones significativas en los resultados utilizando disoluciones de oxidante de
8 6 12%. E! valor recomendado es de 8%'' y conviene trabajar con éste y no con
12%, con el propésito de ahorrar reactivo. Sin embarge, si en un momento dado
se adiciona un exceso, intencicnalmente o no, se espera que no influya
significativamente en los resultados.*

7.3.2.8 Determinacidn del porcentaje de recuperacion de fenol en muestras
sintéticas

Se destilaron 450 mL de muestra, se dej6é enfriar, para posteriormente
adicionar 50 mL de agua purificada al matraz, finalmente se dejdé completar el
volumen de destilado a 500 mL. Se adicienaron los demas reactivos para
desarrollar el compuesto colorido, de acuerde a ja metodologia ya descrita.

Los calculos se realizaron de acuerdo a la siguiente relacion:

% de recuperacion = concentracion gbtenida x 100
concentracién esperada
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Resultados:

Determinacién Porcentaje de’
‘ recuperacién (%)
1 95.59
2 102.48
3 98.87
Promedio: 98.98 %

El valor obtenido es muy aceptable, ya que indica que un 98.98% del fenol
ha sido recuperado después de la destilacion. No se encontraron valores
informadas en la literatura para comparar con nuestro valor.

7.3.2.9 Determinacion del porcentaje de recuperacién de fenol en muestras
reales

Las muestras con aspecto turbio se filtraron con papel filtro 3B Advantec de
7 cm de diametro, posteriormente se les adiciond una porcién de disolucion de
fenol. Se destilaron las muestras y se desarrolld el compuesto colorido; por otra
parte se trabaj6 con dos muestras testigos, una residual pero sin adicién de fenol,
y una muestra sintética que no se destilo, se desarrollé el compuesto colerido de
la forma ya descrita.

Los calculos se realizaron de acuerdo a la siguiente relacion:

% de recuperacion = CO x 100
CT
donde:
CM = concentracion de la muestra
CA = concentracion de 1a adicién
CT = concentracion total esperada
CO = concentracion obtenida de la muestra adiciohada

CT=CM+CA
Resultados:
Determinacion Porcentaje de

: . recuperacion {%}
1 89.3
2 88.1
3 89.1
4 89.2

Promedio: 814 %

Las determinaciones se realizaron con porciones de la misma muestra.
Cabe aclarar que el valor obtenido depende del tipo de muestra, por lo cual no se
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pueden realizar comparaciones estrictas con valores informadogoen la literatura;
se han informado valores para muestras reales de 78, 97 y 98 %.

7.3.3 Método sin extraccion
7.3.3.1 Curvas de calibracién

Se prepararon estandares de 100 mb de volumen con las siguientes
concentraciones de fenol: 1. 3, 5,7, 9, 11 y 15 ppm, para el blanco se utilizé agua
purificada. Posteriormente, tanto a los estdndares como al blanco, se les
adicionaron 2 mlL de disolucién de NH4Cl, el pH se ajustd a 10 £ 0.2 con pequefias
adiciones de amoniaco concentrado, se adicionaron 2 mL de disolucion de, 4-
aminoantipirina y 2 mL de disolucién de ferricianuro de potasio, despues de 10
minutos se leyo la absorbancia a 506 nm. Los resultados se encuentran en la
tabla LIi-B. £l procedimiento se realizd de acuerdo a ASTM D 1783-87."

7.3.3.2 Datos obtenidos de las curvas de calibracion

a) Intervalo lineal
0-15 ppm
Intervalo informado: 0.1-2 ppm50

El estandar mas concentrado con el que se trabajé fue et de 15 ppm; sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que el comportamiento sea lineal para
concentraciones superiores, el intervalo encontrado es muy superior al informado.

b) Linealidad

Resultados de la regresion lineal:
Pendiente = 0.1339 + 0.0010 ppm”’
Ordenada al origen = 0.0029 + 0.0082
Coeficiente de correlacion = 0.9999

Por simpte inspeccién de la curva de calibracion (Anexo Ill) y del coeficiente
de correlacion se concluye que el método tiene una linealidad aceptable.

c) Longitud de onda de maxima absorcién
506 nm (ver Espectro 2, Anexo II)
Valor informado: 510 nm"’

El valor encontrado no es muy diferente al informado, todas las curvas de
calibracion y las lecturas de absorbancia se obtuvieron a la longitud de onda de

506 nm.
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d) Valor de absortividad molar
12599 cm'mol 'L
Valor informado: 14000 cm'mof L%

El valor calculado es muy aceptable y se acerca al informado, las causas
de la diferencia entre dichos valores pueden ser, entre otras, la pureza de los
reactivos utilizados, cambios de temperatura, pH, forma de trabajo, equipo
utilizado y concentracion de reactivos.

e} Limite de deteccion
Método A =0.13 ppm
Meétodo B = 0.21 ppm
No se encontraron valores informados.

f) Limite de cuantificacion
Método A = 0.43 ppm
Método B = 0.29 ppm
No se encontraron valores informados.
En los dos casos se observan diferencias con el método de calculo
utilizado.
g) Precision
0.24%
Intervalo de concentracién estudiade: 5.03 - 8.25 ppm, con 10
determinaciones por duplicado.
Valor informado: 1.81%, 0.49-1.93ppm™

E1 valor informado es mayor, muy probablemente porque se ha calculado
en un intervalo de concentracion mas bajo, en el cual es mas factible tener
errores.

7.3.3.3 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del
compuesto colorido

Hipotesis nula:

H, = El transcurso de! tiempo no afecta la estabilidad del compuesto
colorido

Se estudio la estabilidad de las muestras durante un intervalo de tiempo de
7.5 horas con muestras de concentracion de fenol de 5 ppm. El experimento se
realizo por guintuplicado en el caso de las muestras, para el blanco fue por
triplicado. Se utilizaron tubos HACH® para tener un mejor control, se guardaron
las muestras para no ser expuestas a la luz en los momentos en que no se
realizaron las lecturas.
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Resultados de analisis de varianza

TipO de estudio -Feale: Feritica dms P hd
1. Muestra (a) 25.86 2.21 0.0231 1.01x107° 44
2. Muestra (b} 28.30 2.21 0.0229 259x10" 44
3. Blanco 2.14 2.51 0.0030  8.5x10% 26

a= se refiere a Ias lecturas realizadas contra agua purificada como blanco
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de las muestras

A medida que transcurre el tiempo la absorbancia de las muestras
disminuye por lo que no es posible aceptar la hipdtesis nula; ya que en los dos
casos la F catculada rebasa el valor de la critica. Con respecto al blanco esto no
sucede; sin embargo, la posibilidad de aceptar la hipotesis nula es muy pequena.

En el caso de los estudios 1 y 2 hay estabilidad hasta 1.5 horas, a tiempos
posteriores se rebasa la dms { ver tablas B-1 y B-2 en Anexo V), con respecto al
blanco la estabilidad es de 6 horas (ver tabla B-3 en Anexo V).

~ Con base en los resultados anteriores se puede concluir gque aungue el
blanco sea estable por mas tiempo, las muestras deberan leerse en un intervalo
de tiempo posterior a su preparacién no mayor que 1.5 horas; este valor es inferior
al maximo informado que es de 3.17 horas.®

7.3.3.4 Estudio del efecto de la temperatura en el desarrolle del compuesto
colorido

El estudio se realizé por triplicado con muestras de fenol de concentracién
de 6 ppm, se trabajd con los siguientes valores de temperatura: 10, 15, 20, 25, 30
y 35°C.

Hipotesis nula:

H, = Las variaciones de temperatura no afectan el desarrollo del compuesto

colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Feale Feritica dms P v

Muestra {b) 0.44 3.11 0.0138__ 0.8118 17

b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de las muestras.

Se puede aceptar la hipotesis nula con una probabilidad muy cercana a la
unidad. Con respecto a la diferencia minima significativa, si se compara con los
promedios de los valores de absorbancia obtenidos para cada temperatura, no se
supera en ningun caso (Ver tabla B4 en Anexo V). En el intervalo de temperatura
estudiado, no se ha puesto en evidencia que este factor influye sobre el desarrollo
del compuesto colorido.
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7.3.3.5 Estudio del efecto de la variacion del pH en el desarrollo del
compuesto colorido

Planteamiento de ta hipotesis nula
H, = Las variaciones de pH no afectan el desarrollo del compuesto colorido

Se prepararon muestras sintéticas de concentracion de fenol de 5 ppm a
diferentes valores de pH (5.64, 7.05, 8.12, 9.05, 9.50, 9.80, 10.00, 10.20, 10.50,
11.00 y 11.75).

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Fale Fesitica dms P v
Muestra (b) 523.20 2.30 0.0176  9.32x10°° 32
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de las muestras

Se rechaza la hipétesis nula, esto significa que las variaciones del pH
influyen en el desarrollo del compuesto coloride. Sin embargo, al comparar los
promedios de las demas mediciones con el de fa muestra de pH 10 (ver tabla B-5)
la dms no se rebasa en el intervalo de pH comprendido entre 9.05 y 10.5; esto
coincide con los valores informados, 9-10.7.%° A un valor de pH de 8.12 es cuando
se obtiene un valor de absorbancia mayara‘1 y a valores inferiores la absorbancia
disminuye, asi también para valores de pH superiores a pH 10.5.

7.3.3.6 Estudio del efecto de la variacién en la concentracion de 4-AAP en
el desarrollo del compuesto colorido

Se trabajé por triplicado, con diferente concentracion de fenol (2, 5y 10
ppm) y con concentracion de 4-AAP de 0.5, 2y 5%.

Planteamiento de la hipétesis nula
H, = La variacién en la concentracion de 4-AAP no afecta el desarrollo del
compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Feale Feritica dms P v
1. Muestra }-a 33.99 514 0.0057 53 x10° 8
2. Muestra |-b 56.22 5.14 0.0070 1.3 x10™ 8
3, Muestra li-a 1138 5.14 0.0038  1.82x10° 8
4. Muestra lI-b 1638 5.14 0.0028  6.11x10* 8
5. Muestra lll-a 27932 5.14 0.0024  1.24x10" 8
6. Muestra lll-b 5782 5.14 0.0048  1.40x10™° 8
7. Blanco 219 5.14 0.0014  2.45x10° 8

a= se refiere a las lecturas realizadas contra agua destilada como blanco
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de muestra
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El blanco se leyd contra agua destilada

De acuerdo a los valores de F calculados y a la probabilidad para aceptar la
hipotesis nula, en todos los casos se rechaza esta dltima; esto significa que la
variacion en la concentracion de 4-AAP tiene un efecto en el desarrollo del color.
Como se puede observar en la tabla B-6 (anexo IV), practicamente en todos los
estudios, la absorbancia aumenta cuando se trabaja con disoluciones de 4-AAP
mas concentradas.

La dms se rebasa en todos los estudios, a excepcién del estudio 3 en
donde no existe diferencia entre los resultados para concentraciones de 4-AAP de
2 y 5%. Para ahorrar reactivo es conveniente trabajar con una concentracion de
2% como se ha recomendado en la literatura;'’ sin embargo, si en un momento
dado se adiciona un exceso de 4-AAP no se esperan variaciones significativas en
los resultados.

7.3.3.7 Estudio del efecto de la variacion en la concentracién de KzFe{CN)g
en el desarrollo del compuesto colorido

Se trabajé con concentraciones de KsFe(CN)s de 4, B y 12 %. Se trabajo
por triplicado, con tres concentraciones diferentes de fenol (2, 5y 10 ppm).

Planteamiento de la hipétesis nula:
H, = La variacién en la concentracion de ferricianuro de potasio no afecta el
desarrollo del compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Fearc Feritica dms P v
1, Muestra |-a 186 5.14 0.0110  3.97x10” 8
2. Muestra I-b 191 5.14 0.0102  3.72x10° 8
3, Muestra l1-a 1368 514 0.0222  1.05x10° 8
4, Muestra lI-b 1211 5.14 0.0224  1.51x10°® 8
5. Muestra lll-a 268 5.14 0.0607  1.35x10° 8
6. Muestra ll1-b 279 514 0.0576  1.19x10° 8
7. Blanco 0.40 514 0.0007  6.80x10™ 8

a= se refiere a las lecturas realizadas contra agua destilada como blanco.
b= se refiere a las lecturas realizadas conira el blanco de muestra.
El blanco se leyo contra agua destilada

A excepcion del estudio 7, no se puede aceptar la hipdtesis nula, por
consiguiente se puede deducir gue existe un efecto en el compuesto colorido con
la variacion de oxidante. Como se puede observar en la tabla B-7 del Anexo IV la
absorbancia aumenta al pasar de una concentracidn de ferricianuro de potasio de
4 a 8%, en el caso de 8 y 12% de oxidante no existen variaciones significativas. Si
se comparan los promedios dentro de cada estudio con la diferencia minima
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significativa, se puede deducir que los seis primeros estudios no existe diferencia
significativa entre los valores obtenidos con concentraciones de ferricianuro de
potasio de 8 y 12%, con respecto al blanco no hay ningun caso en el que se
rebase la dms.

7.3.3.8 Determinacién del porcentaje de recuperacion de fenol en muestras
sintéticas

Se destilaron 90 mL de la muestra, se dejo enfriar, se adicionaron 10 mL de
agua, se completd la destilacion, por otra parte se prepard una muestra testigo
que no se destila. Se trataron las muestras de la misma forma que los estandares.

Resultados:
Determinacién Porcentaje de
recuperacion (%)
1 95.87
2 97.82
3 96.60
4 97.55
Promedio: 96.96%

Los resultados son aceptables ya que el 96.96% de fenol se logra recuperar
en la destilacién. No se encontraron valeres informados en la literatura para
efectuar comparaciones.

7.3.3.9 Determinacion del porcentaje de recuperacion de fenol en muestras
dgeales

1
-

Se filtraron las muestras que presentaron un aspecto turbio, posteriormente
se les adiciond una cantidad de disolucién de fenol, se destilo y se adicionaron los
reactivos para desarrollar el compuesto colorido, como en el caso anterior. Por
otra parte, se trabajo con dos muestras testigos, una muestra de agua residual
pero sin adicion de fenol, y una muestra sintética que no se destilaba.

Resultados:
Determinacién . Porcentaje de
RN recuperacion (%)
1 92.1
2 61.0

En este caso las determinaciones se realizaron con muestras distintas, por
lo cual no es adecuado calcular un promedio. En el primer caso el % de
recuperacion es muy satisfactorio, en el segundo no; esto se debe a la diferencia
en composicion de las muestras. No se encontraron valores informados en la
literatura para efectuar comparaciones.
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7.4.2 Método cor extraccion
7.4.2.1 Curvas de calibracion

Se prepararon estandares de 500 mL con fas siguientes concentraciones
de fenol: 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 ppb. Posteriormente se adicionaron 4 mL de
disolucién de MBTH al 0.05%, se agité, e inmediatamente se adicionaron 2.5 mL
de disolucion de sulfato amonocérico al 1%, se agité durante aproximadamente 2
minutos. Después se adicionaron 7 mL de disolucion amortiguadora de trabajo;
finalmente, se agitd durante 10 minutos para permitir el desairollo del compuesto
colorido. Posteriormente se realizé una extraccion con cloroformo de manera
similar que con el método de la 4-AAP; debido a que durante la extraccidn se
formé una emulsion se adiciond una pequefia cantidad de cloruro de sodio.
Finalmente se leyo la absorbancia 489-490 nm. El procedimiento se realizd de
acuerdo a Method 9067 A-Phenolics-Spectrophotometric, MBTH with distillation >

7.4.2.2 Datos obtenidos de las curvas de calibracion

a) intervalo lineal
0-60 ppb

Para concentraciones superiores a 60 ppb el comportamiento de la curva
deja de ser lineal, con esto se puede explicar el por qué la literatura recomienda
un intervalo de trabajo que no rebase 50 ppb.:m

b) Linealidad

Resultados de \a regresién lineal.
Pendiente = 0.0044 + 0.0002 ppb”’
Ordenada al origen = 0.0094 + 0.0075
Coeficiente de correlacién = 0.9992

Con base en el coeficiente de correlacion y fa curva de calibracion (Anexo
I, se puede concluir que el método tiene una buena linealidad en el intervalo
examinado.

¢} Longitud de onda de maxima absorcion
489-490 nm
El intervalo obtenido no difiere significativamente del valor informado, 490.%

d) Valer de absortividad molar
17668 cm'mol’'L
No se encontrd un valor informado en la literatura.

e) Limite de deteccion

‘Método A =2.77 ppb
Metodo B = 4.22 ppb
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Valores informados:
2 ppb para el método automatizado™
1 ppb para el método manual*

Si se compara el valor informado para et metodo manual, éste es menor al
obtenido por los métodos de calculo A y B. Se debe considerar que el valor de
limite de deteccion varia con el método de calculo, en la literatura no se informa
qué método se utifizd.

f) Limite de cuantificacion
Método A = 9.25 ppb
Metodo B = 7.67 ppb
No se encontraron valores informados en la fiteratura.

g) Precision
0.42%
Intervalo de concentracién estudiado: 36.97 - 46.33 ppb
Se realizaron 15 determinaciones por duplicado

Valor informado:
2.4%
Concentracion: 5 ppb, 11 determinaciones por duplicado37
E} valor informado es superior al calculado muy probablemente por el nivel
de concentracion utilizado.

7.4.2.3 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del
compuesto colorido

Se trabajo con muestras de fenol de concentracién 40 ppb por triplicado,
las muestras se monitorearon durante aproximadamente 25 horas. El blanco se
monitored a partir de las 3.75 horas. Se utilizaron tubos HACH® para realizar las
lecturas, las mueslras se guardaron para no ser expuestas a la luz en los
momentos en que no se realizaron lecturas.

Planteamiento de la hipotesis nula:
H, = El transcurso del tiempo no afecta la estabilidad del compuesto
colorido

Resultados de andlisis de varianza

Tipo de estudio Featc Feritica dms P v
1. Muestra (a) 0.20 2.30 0.0780 0.99 32
2 Myestra (b) 0.38 2.20 0.0760 0.94 32
3.Blanco 1.12 4.07 0.0470 0.40 11

a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo como blanco
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de muestra
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El blanco se leyd contra cloroformo

Tanto para el estudio 1 como para el 2 se acepta la hipdtesis nula con una
probabilidad muy cercana a 1, por consiguiente el transcurso del tiempo no influye
en el desarrollo del compuesto colorido. Se puede concluir que las muestras son
estables durante las 25.25 horas que durd el estudio. En el caso del blanco,
también se acepta la hipotesis nula, aunque con una probabilidad menor y se
puede concluir que también es estable durante el mismo tiempe. No se
encontraron valores informados en la literatura para efectuar comparaciones.

7.4.2.4 Estudio del efecto de la temperatura en el desarrollo del compuesto
colorido

El estudio se realizd por triplicado con concentracion de fenol de 50 ppb, se
trabajo con diferentes valores de temperatura (10, 15, 22.5, 30 y 35°C).

Hipétesis nuta
H, = Las variaciones en la temperatura no influyen en el desarrollo del
compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

“-Tipo de“estudié  u. Feag & Feriica . dms Py
1.Muestra (a) 2.60 3.48 0.0274 0.10 14
2.Muestra  (b) 2.10 3.48 0.0309 0.15 14
3.Blanco 1.10 3.48 0.0229 0.41 14

a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo ¢omo blanco
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de muestra
El blanco se leyd contra cloroformo

Estos resuitados muestran que la temperatura no tiene efecto apreciable

sobre la estabilidad del compuesto colorido, ya que en ningln estudio se rechaza
la hipotesis nula {tablas C-4, C-5y C-8, Anexo V).

7.4.2.5 Estudio del efecto de !a variacién en la concentracion de MBTH en
el desarrollo del compuesto colorido

Se utilizaron disoluciones de MBTH de concentracidn 0.0375, 0.0500 y
0.0625%. Se trabajo por duplicado y con muestras de diferente concentracion de
fenol (10 y 50 ppb).

Hipétesis nula:

H, = La variacion en la concentracion del MBTH no afecta el desarrollo del
compuesto colorido.
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Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Fea “Feritica ~dms P v
1. Muestra i-a 7.59 9.55 0.0144 0.067 5
2. Muestra lll-a 169.27 9.55 0.0080 0.001 5
3. Blanco 0.60 9.55 0.0052 0.604 5

a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo como blanco.

De acuerdo a los resultados obtenidos, no se puede aceptar la hipotesis
nula para el estudio 2. Si se consideran los resultados de la tabla C-7 del Anexo
IV en el estudio 1 la diferencia entre las muestras con concentracion de MBTH de
0.0375 y 0.0625% no superan la dms. Sin embargo, en el estudio 2, la diferencia
entre las muestras rebasa el valor de la dms, por lo cual se puede deducir que
existen diferencias significativas cuando se cambia la concentracion dei MBTH.
Por otra parte, en el estudio del blanco no existe diferencia en los resultados
obtenidos con concentraciones de MBTH de 0.0375 y 0.0625%.

Los resultados no muestran una tendencia clara ya que los valores de
absorbancia son menores cuando se utiliza una concentracion de MBTH de
0.05% (valor recomendadow) y no para 0.0375% como se esperaba; ademas los
resultados obtenidos ¢on esta dltima concentracion son casi iguales o en algunos
casos superiores a los obtenidos con una concentracion de MBTH de 0.0625%.
no encontrandose alguna explicacién.

7.4.2.6 Estudio de! efecto de la variacion en la concentracion de sulfato
amonocérico en el desarrollo del compuesto colorido

En el estudio se utilizaron discluciones de sulfato amonocérico de
concentracion de 0.75, 1 y 1.25%. Se ftrabajé por duplicado, y con dos
concentraciones de fencl (10 y 50 ppb).

H, = EI cambio en la concentracién de sulfato amonocérico no afecta el
desarrollo del compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Fealc Feritica dms P v
1. Muestra l-a 7.68 9.55 0.0080 0.07 5
2. Muestra lll-a 0.36 9.55 0.0252 0.72 5
3. Blanco 0.19 9.55 0.0138 0.84 5

a= se refiere a las lecturas realizadas contra cloroformo como blanco

Ver Tabla C-8, Anexo IV

1. No existen diferencias entre 0.75% y 1.25%, en los otros casos se rebasa la
dms. Para una concentracion de oxidante de 1% la absorbancia es menor, es
probable que se haya cometido un error con esta muestra.
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2. En este caso se acepta la dms, ya que no se presentan diferencias entre las
distintas concentraciones de oxidante.

3. No hay diferencias significaiivas en ningin caso.

Con las concentraciones de sulfato amonocérico gue se utilizaron, no se ha
puesto en evidencia que la variacién en las mismas afecta el desarrollo del
compuesto colorido.

7.4.2.7 Determinacion del porcentaje de recuperacion en muestras
sintéticas

Se destilaron aproximadamente 450 mL de muestra, se dejé enfriar, se
adicionaron 50 mL de agua purificada al matraz, posteriormente se continué con
la destilacién, hasta completar un volumen de 500 mL. Se desarrollé el color de
acuerdo al procedimiento ya descrito.

Resultados:
Determinacién . . Porcentaje de
RN Y recuperacion’ (%)
1 96.86
2 99.10
Promedio: 97.98%

E! porcentaje de recuperacion es muy satisfactorio, ya que et 97.98% de
fenol se ha recuperado. No se encontraron valores informados en la literatura.

Nota: Por problemas en la determinacion de fenoles en mueslras reales
(interferencias) con el método del MBTH (con y sin extraccion) no se realizaron
determinaciones de! porcentaje de recuperacion en este tipo de muestras.

7.4.3 Métfodo sin extraccién
7.4.3.1 Curvas de calibracién

Se prepararon estandares de 100 mL con las siguientes concentraciones
de fenol: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 1.2 ppm. Postericrmente se adicionaron 4 mL de
disolucion de MBTH al 0.2%, se agito, e inmediatamente después se adicionaron
2 5 mL de disolucion de sulfato amonocérico al 1%, se agito durante 2 minutos, se
adicionaron 7 mL de disolucion amortiguadora de trabajo, se agito y se dejaron
transcurrir 10 minutos; finalmente se leyo la absorbancia a la longitud de onda
entre 522 y 524 nm. El procedimiento se realizé de acuerdo a Method 9067 A-
Phenolics-Spectrophotometric, MBTH with distillation.® Se encontré que con una
concentracion de MBTH de 0.2% los valores de absorbancia fueron superiores
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que con 0.05%, por lo cual se decidi¢ trabajar con 0.2% para el meétodo sin
extraccion.

7.4.3.2 Datos obtenidos de las curvas de calibracién

a) Intervale lineal
0-1.2 ppm
Para concentraciones superiores a 1.2 ppm, el comportamiento de la curva
deja de ser lineal, ademas se observa la formacién de un precipitado. Es posible
que por esta desviacién a la ley de Beer el método normalizado recomienda como
valor maximo 1 ppm.®

b) Linealidad
Resultados de la regresién lineal:
Pendiente = 0.1754 + 0.0139 ppm’
Ordenada al origen = 0,0200 + 0.0108
Coeficiente de correlacion = 0.9984

El coeficiente de correlacion es aceptable, por lo que se puede deducir gue
se tiene una linealidad satisfactaoria, ver Grafica en Anexo [il.

c) Longitud de onda de maxima absorcion
522-524 nm
El intervalc obtenido es ligeramente superior al informado que es de
520nm.*¥»

d) Valor de absortividad molar
19653 cm 'mol 'L
Valor informado: 26000 cm™'mol'L*?

El valor obtenido aungue es inferior al informado. La diferencia puede tener
varias causas, como las indicadas en el inciso 7.3.3.2.

e) Limite de deteccién
Método A = 0.07 ppm
Método B = 0.06 ppm

Los valores obtenidos son muy cercanos al valor informado, 0.05 ppm.™
Por otra parte, no existe mucha diferencia entre los dos métodos de calculo Ay B.

f) Limite de cuantificacion
Metodo A = 0.24 ppm
Meélodo B =0.12 ppm

Eil valor obtenido con el método A, es el doble al obtenido con el B, en este

caso existe mucha diferencia con respecto al método utilizado. No se encontraron
valores informados.
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g) Precisién
2.36%
Intervalo de concentracién estudiado: 0.53 - 0.78 ppm, 11 determinaciones
por duplicade.

Datos informados:
7.6%
Disolucion estandar de fenol de 0.15 ppm, 10 determinaciones™
La precision obtenida es mejor a la que se encontrd en fa literatura, muy
prohablemente por el nivel de concentracion ulilizado en cada caso.

7.4.3.3 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del
compuesto colorido

Las muestras se trabajaron por quintuplicado con concentracion de fenol de
1 ppm, y et blanco por triplicado. E! estudio de la estabilidad de las muestras se
realizé durante un intervalo de tiempo de 8.75 horas. Se utilizaron tubos HACH®
para realizar las lecturas, las muestras se guardaron para no ser expuestas a la
luz en los momentos en que no se realizaron lecturas.

Hipotesis nula:
H, = El transcurso del tiempo no afecta la estabilidad del compuesto
coloride

Resultados del analisis de varianza

Jipo dé estudio” Fiticaw -~ dms ~3d Pebh . Wy
1.Muestra (a) 1.99 0.0144 .90 59
2 Muestra (b) 1.09 0.0132 0.59 59
3.Blanco 2.21 0.0027  1.65x10° 35

a= se refiere a las lecturas realizadas contra agua destilada como blanco
b= se refiers a las lecturas realizadas contra el blanco de muestra
E| blanco se leyd contra agua destilada

De acuerdo a los resultados obtenidos (ver tabla D-1, D-2 y D-3 en el
Anexo V), en el primer estudio no se observan diferencias significativas en el
intervalo de tiempo estudiado; para el segundo estudio, se observan pequefias
diferencias a partir de 6.25 horas, pero no son lo suficientemente altas como para
poder rechazar la hipétesis nula. Finalmente en el caso del blanco la dms se ve
rebasada para vatores de tiempo superiores a 4.25 horas.

La muestra es estable durante 8.75 horas, y se puede leer contra un blanco

cuya preparacién no haya rebasado las 4.25 horas. Esto es superior al tiempo de
estabilidad informado, que es de 4 horas para la muestra.*
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7.4.3 4 Estudio del efecto de la temperaltura en el desarrollo del compuesto
colorido

El estudio se realizé por triplicado con una concentracidn de fencl de 1 ppm
y se trabajo con valores de temperatura de 10, 15, 25, 30y 35°C

H, = Las variaciones en la temperatura no influyen en el desarrollo del
compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio _ Featc ~Feritica dms.. P v

1.Muestra (b) 0.17 3.48 0.0088 0.95 14

b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de muestra

Se acepta la hipétesis nula con una probabilidad cercana a la unidad, por lo
que se puede afirmar que, en el intervalo de temperatura estudiado, no se ha
puesto en evidencia que este factor influye sobre el desarrollo del compuesto
colorido {ver tabla D4 en Anexo IV).

7.4.3.5 Estudio del efecto de la variacidn en la concentracion de MBTH en
el desarrollo del compuesto colorido

Se utilizaron disoluciones de MBTH de concentracion 0.05, 0.2 vy 0.3 % y
tres concentraciones de fenol (0.2, 0.5 y 1 ppm). El estudio se realizd por
triplicado.

Hs = La variacidon en la concentracién de MBTH no afecta e} desarrollo del
compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

Tipo de estudio Fcalc Fcrltica dms P v
1 .Muestra i-a 3000 514 0.0011  9.97x10°° 8
2. Muestra I-b 40031 5.14 0.0005 4.21x107" 8
3. Muestra ll-a 215 5.14 0.0092 2.6x10% 8
4. Muestra ll-b 497 5.14 0.0088  2.16x107 8
5. Muestra lll-a 224 5.14 0.0144  2.32x10° 8
6.Muestra Ill-b 268 5.14 0.0142  1.35x10° 8
7.Blanco 8.05 5.14 0.0138 2x10°2 8

a= se refiere a las fecturas realizadas contra agua destilada como blanco.
b= se refiere a las lecturas realizadas contra el blanco de muestra.
El blanco se leyd contra agua destilada

£n todos los estudios realizados los valores calculados de F son superiores
a los valores criticos, y de acuerdo a los valores de probabilidad se rechaza. Sise
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analizan los resultados que se encuentran en la tabla D-5, se observa algo similar
para el estudio de concentracién de 4-AAP en el método sin extraccién (seccion
7.3.3.5), ya que at comparar los resultados obtenidos con las concentraciones de
MBTH de 0.05% y 0.2%, para 0.2% la absorbancia de las muestras es superior,
sin embargo, al comparar los resultados con concentraciones de MBTH de 0.2 y
0.3% se esperaria que para la ultima concentracién de MBTH se obtuvieran
valores superiores, y se obtienen valores ligeramente menores; no se tiene una
explicacion a tal hecho.

Estas son algunas observaciones, después de comparar los resultados:

a) Para los estudios 1 y 2 se observan diferencias significativas en las
disoluciones con diferente concentracién de MBTH, se observa una mayor
absorbancia cuande la concentracién de MBTH es de 0.2%.

b) Con respecto a los estudios 3, 4, 5, 6 y 7 no se observan diferencias
significativas cuando se trabaja con concentracion de MBTH de 0.2y de 0.3%.

Se recomienda trabajar con una concentracion de 0.2% con el propésito de
obtener un mayor desarrollo en el compuesto colorido. Los valores de absorbancia
obtenidos cuando se utiliza 'a concentracion de MBTH indicada en el método
normalizado (0.05%),:m son inferiores a los obtenidos con 0.2 y 0.3%, por lo que
no se recomienda trabajar con dicha concentracion. De acuerdo a la literatura
consultada, la disolucion puede ser estable durante una semana, si se mantiene
%naTrefrigeracicn, por lo cual no es necesario prepararia cada vez que se utilice.

7.4.3.6 Estudio del efecto de la variacion en la concentracion de suifato
amonocérico en el desarrollo del compuesto colorido

Se utilizaron disoluciones de sulfato amonocérico 0.5, 1 y 1.5% y tres
concentraciones de fenol (0.2, 0.5 y 1 ppm). El estudio se realizo por triplicado.

Hipotesis nula:
H, = El cambio en la concentracion de sulfato amonocérico no afecta el
desarrollo del compuesto colorido

Resultados del analisis de varianza

*!?Iipo de estudio . Feae Feritica dms P v
1.Muestra l-a 307 5.14 0.0038  9.09x107 8
2. Muestra |-b 87.45 514 0.0038  3.65x10° 8
3. Muestra ll-a 237 514 0.0071 1.96x10° 8
4. Muestra lI-b 141 5.14 0.0067  9.10x10° 8
5. Muestra tll-a 27 5.14 0.0339  1.04x10° 8
6 Muestra lll-b 21 514 0.0336  1.80x10° 8
7.Blanco 40.25 5.14 0.0052  3.30x10* 8
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Para todos los estudios se rechaza la hipotesis nula, por lo que se puede
concluir que con las concentraciones de oxidante utilizadas, existen evidencias
que la variacion en la concentracion de sulfato amonocérico es un factor gque
influye en el desarrollo del compuesto colorido. De acuerdo a los resultados
obtenidos que se encuentran en la tabla D-6 del Anexo 1V, se observa que a
medida que aumenta !a concentracion de oxidante los valores de absorbancia
aumentan.

Se compararon las diferencias de los promedios de las mediciones dentro
de cada estudio con la diferencia minima significativa, a continuacién se tienen
algunas observaciones importantes:

a) En el caso de los estudios 1, 3, 4 y 5, existen variaciones significativas para
cada una de las concentraciones de sulfato amonocérico. A mayor
concentracion de oxidante la absorbancia es mayor.

b) Para los estudios 2 y 6, no se observan diferencias significativas entre los
resultados obtenidos con concentraciones de oxidante de 1y 1.5%.

c) Para el estudio del blanco no se encuentran diferencias significativas para
concentraciones oxidante de 1y 1.5%.

Se recomienda utilizar una concentracion de oxidante de 1.5% ya que se
obtienen valores de absorbancia mayores. L.a concentracién recomendada en la
fiteratura es de 1%.%

7 4.3.7 Determinacion del % de recuperacion en muestras sintéticas

Se destitaron aproximadamente 90 mL de la muestra, se dejo enfriar, se
adicionaron 10 mL de agua, se completd la destilacion hasta tener un volumen de
destilado de 100 mL. Las muestras se trataron de acuerdo al procedimiento ya
descrito para las curvas de calibracion. Se preparé una muestra testigo que no se
destité y finalmente se compararon los resultados.

sultadOS'

F £ g,

ok
©
=3
w©
o

Promedio: 97.42 %

El porcentaje de recuperacion obtenido es satisfactorio. No se encontraron
valores informados en la literatura para efectuar comparaciones.
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7.5 Determinacion de fenoles en muestras reafes por el Método de la 4-AAP y def
MBTH (sin extraccién)

Se realizé la determinacion de fenoles con varias muestras de agua
residual con el propésito de comparar los métoaos en el andlisis de rutina del
laboratorio.

Muestra A

Aspecto de Ja muestra: color gris café, con pequefias particulas
suspendidas de color negro.

Tratamiento: con el propésito de eliminar los solidos se filtrd la muestra, se
produjo espuma al momento de filtrar, posteriormente se destild.

Analisis; La muestra se tratdé de acuerdo a los procedimientos descritos
para 4-AAP y MBTH sin extraccién.

Resultados:

Método. Absorbancia Concentracién

Gl (ppm)
4-AAP 0.0319 0.24
MBTH 0.1200 0.58

Observacicnes: _

En e! método del-MBTH se observd color verde bandera después de la
adicion de oxidante, probablemente por presencia de aldehidos en la
muestra, después de la adicion de la disclucién amortiguadora el color
cambid a amarillo claro. Para el método de la 4-AAP se observd un color
rojo claro.

MuestraB

Aspectc de la muestra: color gris rojo, con pequenas particulas
suspendidas de color negro.

Tratamiento: Con el prop6sito de eliminar los sélidos se filtrd y
posteriormente de destild; sin embargo, se observé turbidez y ademas de
formaron solidcs en la disolucion, por lo que fue necesario filtrar
nuevamente.

Andlisis: Ya se especificd en la muestra A.

Resullados:

Método Absorbancia Concentracion

o {ppm)
4-AAP 0.0659 0.50
MBTH 0.0813 0.40
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Observaciones: En el método del MBTH se observo color verde esmeralda
después de la adicién de sulfato amonocérico, como en la muestra anterior,
Después de la adicién de la disolucién amortiguadora el color cambid a
verde limén. Como se sospechd que la muestra contenia aldehidos, se
obtuvieron los espectros antes y después de la adicion de disolucién
amortiguadora, en ¢l primer espectro se observa la banda caracleristica de
absorcion de los aldehidos alrededor de 650nm.**® En el segundo
espectro esta banda desaparece; esto concuerda con la literatura,

Muestra C

Aspeclo de la muestra: Incolora

Tratamiento: No se filtrd ya que la muestra no presentaba turbidez, durante
la destilacion se generé espuma.

Anaélisis: Ya descrito

Resuftados:

Método Absorbancia Concentracion:

4-AAP 0.0110 0.08
MBTH 0.0770 0.38

Observaciones:

En el método del MBTH se observo color verde claro después de la
adicion del oxidante, y al igual que la muestra B esto se debe a la presencia
de aldehidos, después de la adicion de la disolucién amortiguadora el color
cambié a amaritlo claro. Se obtuvieron los espectros antes y después de la
adicion de disolucidn amortiguadora, en el primer espectro se observa la
banda caracteristica banda de absorcién de los aldehidos alrededor de
650nm*"*®. En el segundo espectro esta banda desaparece.

Muestra D
Aspecto de la muesira: color rojo con sélidos negros suspendidos
Tratamiento: se filtré y destilo

Analisis. ya descrito anteriormente.

.Resultados:

Método Absorbancia Concentracion

: (ppm)
4-AAP 0.1361 1.04
MBTH 0.0957 0.47

Observaciones:
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Con respecto al método del MBTH, después de que se adiciond
sulfato amonocérico la muestra tomo un color entre naranja-café, el color
posterior a la adicion de disolucion amortiguadora fue naranja.

Nota: Los frascos que contenian a las muestras A y B tenian la misma
clave, se trataron por separado debido a que no tenian la misma
apariencia, finalmente se obtuvieron valores de absorbancia diferentes.
Este puede ser un error de muestreo, por lo cual es importante sefialar que
es necesario homogenizar el contenido de los frascos que contengan la
misma muestra, con el propdsito de obtener valores mas representativos.

Conclusiones de este estudio:

Para algunas muestras la concentracion de fenol determinada con el
método del MBTH en comparacién con el m.étedo de la 4-AAP (muestras A
y C) es mayor, y en otras sucede lo contraric (B y D). A pesar de que se
esperaba que para el método del MBTH los resultados fueran mayores, se
puso en evidencia que, para algunas muestras no es suficiente la
destllamén como procedimiento de limpieza de la muestra® y se requiere
de otros.*®

En algunos estudios con muestras de aguas de rios no se
encontraron diferencias con los dos métodos.*” Gales realizé un estud:o de
muestras residuales superficiales, de refineria y de uso doméstico, en la
mayoria de los casos los valores fueron mayores con el método de! MBTH,
Aunque éste método puede tener ciertas ventajas su utilidad y aplicabilidad
puede determinarse solo después de un analisis exhaustivo con una gran
variedad de muestras; se ha podido demostrar que con muestras que
tienen gran cantldad de cresol, naftol y fenoles para sustituidos se tienen
buenos resultados. >

En el método del MBTH cuando se adiciona la disolucion
amortiguadora desaparecen los compuestos coloridos que se forman con
los aldehidos; sin embargo, no se eliminan las interferencias del todo, ya
que el color final de la disolucidon no es parecido al obtenido en las
muestras sintéticas (rosa-purpura), ademas aunque supuestamente el
método no es sensible a cambios de pH se ha encontrado en la literatura
gue la disolucion final con la adncuon de la disclucién amortiguadora debe
tener un pH final entre 7.3 y 7. 6,*" esto no sucede ya gue debido a que las
muestras reales se han preservado en medio acido la adicion de la
disclucion amertiguadora no es suficiente para alcanzar ei pH neutro, se
obtienen valores de pH entre 5 y 6. Por consiguiente es mas recomendable
utilizar el método de la 4-AAP, ya que se forman compuestos de color
parecido al esperado (rojo-marrén) y la destilacion es suficiente para
eliminar las interferencias.
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8. Analisis de resultados

8.1 CARACTERISTICAS DE DESEMPENO DE LOS METODOS

a) Métodos con extraceidn

Caracteristicas

4-AAP CIE

MBTH C/E

Intervalo lineal

Regresién m=

lineal b=
r:

Longitud de onda de maxima

absorcion (Amax)

Valor de Absortividad molar (g}

{cm'mol'L

Limite de deteccidn

(Método A)

Limite de deteccion

(Método B) ASTM

Limite de cuantificacion

{Método A)

Limite de cuantificacion

{Método B) ASTM

Precisién

Estabilidad* en funcién dei

tiempo (A)
(B)

Estabilidad en funcion de

la temperatura (B)

Estabilidad en funcién de pH
(solo para 4-AAP)
Estabilidad en funcidn de {4-AAP]
o [MBTH]
Estabilidad en funcidon de
{oxidante]
% de recuperacion
muestras sintéticas
muestras reales

0-160 ppb

0.0043 + 0.0001 ppb™

-0.0120 £ 0.0082
0.9997
457-458 nm

(1.50 +0.03) x 10*
2.69 ppb
12.85 ppb
8.97 ppb
27.63 ppb

2.41%
Intervalo de
concentracién:
84.30-118.27 ppb
14 determinaciones por
duplicado

497h
2317 h

15-30°C

8.5-10
**Hay variaciones

8-12%
no cambios

98.98%
91.42%

0-80 ppb
0.0044 + 0.0002 ppb™'
0.0094 + 0.0075
0.9992
489-490 nm

(1.77 + 0.06) x 10°
2.77 ppb
4.22 ppb
9.25 ppb
7.67 ppb
0.42%
intervalo de concentracion:
36.97 - 46.33 ppb

15 determinacicnes por
duplicado

25.25h
2525h
10-35°C

No aplica
Hay variaciones

No hay cambios

97.98%

(A) = lecturas contra el disolvente como blanco

(B) = lecturas contra el blanco de muestra

* Se refiere a la estabilidad del compuesto colorido
* Con 4-AAP al 2% se obtienen los valores de absorbancia mayores
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b) Métodos sin extraccion

Caracteristica 4-AAP S/IE- MBTH S/E
intervalo lineal 0-15 ppm 0-1.2 ppm
Regresion m= 0.1339 £ 0.0010 ppm’’ 0.1754 + 0.0139 ppm’”’
lineal b= 0.0029 £ 0.0082 0.0200 £ 0.0108

r=

Longitud de onda de maxima

absorcion (hmad

Valor de Absortividad molar {g)

lem*mol™L}
Limite de deteccién 0.13 ppm 0.07 ppm
(Método A)
Limite de deteccion 0.21 ppm 0.06 ppm
(Método B) ASTM
Limite de cuantificacién 0.43 ppm 0.24 ppm
{(Método A)
Limite de cuantificacion 0.29 ppm 0.12 ppm
{Método B) ASTM
Precision 0.24% 2.36%
Intervalo de Intervalo de
concentracion: concentracion:
5.03-8.25 ppm 0.53-0.78 ppm
10 determinaciones por 11 determinaciones por
duplicado duplicado
Estabilidad en funcién del
tiempa ' (A 1.5h 8.75h
(B) 1.5h 8.75h
Estabilidad en funcion de
la temperatura {B) 10-35°C 10-35°C
Estabilidad en funcién del
pH (sélo para 4-AAP) 9.05-10.5 No aplica
Estabilidad en funcion de [4-AAP] ***Hay variaciches Hay
0 [MBTH]} variaciones
Estabilidad en funcion 8-12% Hay
[oxidante] no cambios variaciones
% de recuperacion
muestras sintéticas 96.96% 97.42%
muestras reales 92.1y61%
Determinacion de fenoles en
muestras reales A 0.24 ppm 0.58 ppm
B 0.50 ppm 0.40 ppm
c 0.08 ppm 0.38 ppm
D 1.04ppm 1.47 ppm

0.9999
506 nm

(1.26 + 0.01) x 10*

0.9984
522-524 nm

(1.96 + 0.16) x 10*

*** A mayor concentracion de 4-AAP mayor absorbancia
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8.2 Discusion de resultados
DISOLUCIONES
Estudio de estabilidad de las disoluciones de tiosulfato de sodie y fenol

De acuerdo a los resultados obtenidos, es necesario titular la disolucion de
tiosulfato cada vez que se utilice; es importante sefialar que muy posiblemente |a
estabilidad de 1a disolucion se haya visto afectada por la accion de
microorganismos, por lo cual se sugiere que se adicione una mayor cantidad de
agente preservante. Con respecto a la disolucién de fenol, aungue en el segundo
estudio es estable durante 190 dias, conviene considerar el primer estudio en el
que es estable solo durante 1 dia posterior a su preparacion, ya que en éste se
realizaron doce determinaciones y en el segundo estudio sdlo tres.

METODO DE LA 4-AAP
i) Con extraccion

El intervalo Iineal encontrado (160 ppb), es superior al recomendade en la
literatura [100 ppb ] La linealidad del método es aceptable (r=0.9997). El maximo
de absorcién se encuentra (457-458 nm) muy cercano al indicado [460 nm(11)]
No fue posible comparar el valor de absoriividad molar calculado (1. 5x10" cm’”
mol L) porque no se encuentra ningtn valor informado en la literatura.

Con respecto al limite de deteccion, el valor calculado con el método A
(2.69 ppb) es muy,_cercano al mencionado en la literatura para el método
autornatizado [2 ppb 7] y difiere notablemente al calculado por el método B (12.85
ppb); con esto se hace evidente que el método de célculo influye en los valores
obtenidos. Para el limite de cuantificacién, no se mencionan valores en la
literatura.

La precnswn calculada (2.41%) es mejor a la mencionada en la literatura
[3.3 (37 vy 3. 6%"°); esto tal vez se debe al hecho de que el valor calculado se
determiné a un nivel de concentracién mayor, en el que existen menos riesgos de
cometer errores.

Con rtespecto al de estabilidad del compuesto colorido en funcién del
tiempo, el intervalo calculado en el que es estable (5 horas) es superior al
informado en la literatura [3 horas™).

En el estudio del efecto de la temperatura en el desarrollo del compuesto
colorido, se encontré que la temperatura no tiene efecto sobre el desarrollo del
color en el intervalo gue abarca de 15 a 30°C, y que éste se encuentra a valores
menores al reportado {19-37°C%%.
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Se comprobd que el desarrollo del compuesto colorido depende del pH de
la disolucién. A pH=8, se favorece la formacion de! compuesto colorido, mientras
que a valores menores a este valor y superiores a 10 no se favorece la formacion
del compuesto, esto coincide con los resultades informados en la literatura (32). El
intervalo de pH en el que no existen variaciones se encuentra entre 8.5 y 10; este
intervalo se encuentra a valores menores de pH con respecto a los informados en
la literatura [9-10. 7% y 10.3-10. 5% ] ademas es mas amplio el valor encontrado si
se compara con el ultimo de los informados.

No se encontraron resultados en Ia literatura en relacion a estudios del
comportamiento del compuesto colorido en funcién de la concentracion de 4-AAP
y ferricianuro de potasio. Para el estudic realizado en funcidn de la concentracion
de 4-AAP (0.5, 2 y 5%), existen variaciones en la absorbancia, se encontrd con 4-
AAP al 2% se tiene un maximo desarroilo de color, se recomienda trabajar con
esta concentracion.

En el caso del estudio realizado en funcidén de la concentracion de
ferricianuro de potasio (4, 8 y 12%), no existen variaciones en la absorbancia del
compuesto colorido cuando se trabaja con 8 y 12% de oxidante; sin embargo, se
recomienda trabajar con 8%, para economizar reactivo. Tante la concentracion de
4-AAP como la de ferricianuro recomendadas en este trabajo, coinciden con las
que se indican en varios métodos normalizados. 11:28.41.54

El porcentaje de recuperaciéon de fenol en muestras sintélicas es muy
aceptable (99.0 %); no se encontraron valores informados en-la literatura para
realizar comparaciones. Con respecto al valor encontrado en muestras reales,
{91.4 %), no se puede comparar rigurosamente con los valores de la literatura [78,
97 y 98 %> ] ya que la composicién de las muestras y las interferencias presentes
en las mismas son diferentes.

iiy Sin extraccion

Fl intervalo lineal encontrado (0-15 ppm) es adecuado para eI analisis de
aguas residuales, y es superior al indicado en la literatura [0.1-2 ppm™}. Por lo que
se refiere a la linealidad del método, ésta es muy aceptable (r=0.9999). El maximo
de absorcion encontrado (506 nm) es muy cercano al indicado en la literatura
[510nm’"). El valor de absortividad molar encontrado [(1.26+0,01) x10* cm™'mol L]
es muy cercano al informado en Ia literatura {1 4x10* em'mol L.

Los valores calculados de limite de deteccidon y limite de cuantificacion no
se pudieron comparar ya que no existen valores informados en la literatura. Es
importante senatar que los valores dependen del método de calculo utilizado, para
el limite de deteccidn es menor el valor calculade con el método A, en el caso del
limite de cuantificacién sucede lo contrario.
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La precision calculada (0.24 %, intervalo de concentracion = 5.03-8.25
ppm) es mejor a la mencionada en la literatura {1.81 %, 0.49-1.83 ppm5°];
posiblemente porque el valor calculado se determiné a un nivet de concentracion
mayor, en el que existen menos riesgos de cometer errores.

Con respecto al estudio de estabilidad del compuesto colorido en funcidn
del tiempo, el intervalo de tiempo calculado en el que es estable (1.5 horas) es
inferior al informado en la literatura [3.17 horas™].

En el estudic del desarrollo dei compuesto colorido en funcién de la
temperatura, se enconiré que el intervalo en el que no existen variaciones
significativas abarca de 10 a 35°C, no se encontraron valores informados en la
literatura para realizar comparaciones.

Al igual que el método con extraccién, se comprobé que el desarrollo del
compuesto colorido depende del pH de la disolucién. El intervalo de pH en el que
no existen variaciones abarca de 8.05a 10.5.

En el estudio realizado para evaluar e efecto de la concentracion de 4-AAP
(0.5, 2 y 5%), no existen variaciones si se comparan los valores de absorbancia
que se obtienen con 4-AAP al 2 y 5%. Se recomienda trabajar con 2% que es el
valor indicado en la literatura. '

En el caso del estudio realizado para evaluar el efecto de la concentracidn
de ferricianuro de potasio (4, 8 y 12%), no existen variaciones en la absorbancia
del compuesto colorido cuando se trabaja con 8 y 12% de oxidante; sin embargo,
se recomienda trabajar con 8%, para economizar reactivo. La concentracion de 4-
AAP vy ferricianuro que se recomiendan en este trabajo, coinciden con las
indicadas en los métodos normalizados que proponen  diversos

. 11,28,41,5
organismos. k

El porcentaje de recuperacidn de fenol en muestras sintéticas es
satisfactorio {97.0 %), no se encontraron valores infermados en la literatura para
reatizar comparaciones. Con respecto al valor encontrado en muestras reales,
para una muestra fue de 92.1 % y para otra de 61 %, ya que debido a que son
muestras diferentes el contenido de las mismas varia; no se encontraron valores
informados en la literatura para realizar comparaciones.

METODO DEL MBTH
i} Con extraccion

El intervalo lineal encontrado (0-60 ppb) es superior al recomendado en la
literatura [50 ppb™®]. Por lo gue se refiere a la linealidad del método, ésta es

satisfactoria (r=0.9992). El maximo de absorcién encontrado (489-480 nm)
coincide con el indicado en la literatura {490 nm®°]. €l valor de absortividad molar
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encontradof(1.77 + 0.06) x 10* cm'mol'L] superior al del método de la 4-AAP, por
lo que este método tiene mayor sensibilidad que el de la 4-AAP; no se encontro
un valor informado en la literatura para comparar con el nuestro valor.

Por lo que se refiere al limite de deteccion, el valor informado {1 ppb“] es
inferior a los valores calculados [2.77 ppb (método A) y 4.22 ppb (método B)]. No
se encontraron valores informados del limite de cuantificacién para comparar con
los calculados. Como en los casos anteriores, los valores dependen del melodo
de calculo utilizado, para el limite de deteccion es menor el valor calculado con el
método A; en el caso del limite de cuantificacion sucede lo contrario.

La precisién calculada (0.42 %, 36.97 - 46.33 ppb) es mejor que Ia
mencionada en la literatura [2.4 %, 5 ppb 1. muy posiblemente porque el valor
calculado se determiné a un nivel de concentracidn mayor, en el que existen
menos riesgos de cometer errores.

Con respecto al estudio de estabilidad compuesto colorido en funcion del
tiempo, el intervalo calculado en el que es estable es de 25.25 horas, este valor
no se pudo comparar con valores informados, ya que no se encontraron en la
literatura revisada.

En el estudio del desarrollo del compuesto colorido en funcion de la
temperatura, en el intervalo estudiado (10 - 35°C), no se ha puesto en evidencia
que este factor influye sobre el desarrollo de la reaccion. No se encontraron
valores informados en la literatura para realizar comparaciones con el intervalo
encontrado.

Para el estudio realizado para evaluar el efecto de la concentracion de
MBTH (0.0375, 0.05 y 0.0625%), se comprobo que el desarrollo del compuesto
colorido depende de la concentracion de MBTH. Sin embargo, los resultados no
son claros, ya que con MBTH al 6.0375% se observan los valores de absorbancia
mayores, siendo que esto se esperaba con una concentracion de MBTH de
0.0625%.

En el caso del estudio realizado para evaluar el efecto de la concentracion
de sulfato amonocérico (0.75, 1y 1.5%), se enccntrd que no existen diferencias
significativas con las variaciones de concentracion. Se puede trabajar con el valor
recomendado [1 %301. o con 0.75%.

El porcentaje de recuperacion de fenol en muestras sintéticas es muy

aceptable (97.98 %), no se encontraron valores informados en la literatura para
realizar comparaciones.
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ii) Sin extraccién

El intervalo Iineal encontrado (0-1.2 ppm) es superior al recomendado enla
literatura [1 ppm™]. Por lo que se refiere a la linealidad del método, ésta se
considera aceptable (r=0.9984}. £l maximo de absorc:on encontrado (522-524 nmy)
es cercano al |nd|cado en Ia literatura [520 nm%. El valor de absortividad molar
calculado (1 96x10 cm 'mol'L) es aproximado al valor mencionado en la literatura
[2.6x10%m ' mol” L } yes superior al cafculado por el método sin extraccion de la
4-AAP (1. 96x10 cm 'mol L) esto coincide con lo indicade en la literatura
consultada.®

Con respecto al limite de deteccion los vaiores obtenidos por los dos
métodos son muy cercanos entre si [0.07 ppm (método A} y 0.06 ppm (método
B)]. En el caso del limite de cuantificacion, el valor obtenido con el método A es
superior al obtenido en el metode B [0.24 ppm (método A) y 0.12 ppm (método
B)]. No se encontraron valores informados en la literatura.

La precisibn calculada (2.36 %, 0.53-0.78 ppm) es mejor que la
mencionada en la literatura [7.6 %, 0.15 ppm:1 ], como en los casos anteriores, la
posible causa se puede ser que el valor calculado se determind a un nivel de
concentracién mayor, en el que existen menores riesgos de cometer errores.

Con respecto al estudio de estabilidad del compuesto colorido en funcion
del tiempo, éste es estable hasta por 8.75 horas, este valor supera el encontrado
en la literatura [4 horasa“]. Ademas, se encontré que el compuesto colorido es
estable en un intervaio de temperatura de 10-35°C.

En el estudio realizado para evaluar el efecto de la concentracién de MBTH
(0.05, 0.2 y 0.3%), se encontré que existen variaciones significativas en los
valores de absorbancia al trabajar con diferentes concentraciones de MBTH. En el
caso del valor recomendado [0.05 %%, se tienen los valores mas bajos. Por otra
parte, para algunos estudios no se observaron diferencias significativas al trabajar
con MBTH al 0.2 y 0.3%, mientras que para otros se obtuvieron valores de
absorbancia superiores al trabajar con MBTH al 0.2 %. Se recomienda trabajar
con de MBTH al 0.2%.

En el caso del estudio realizado para evaluar el efecto de la concentracion
de sulfato amonocerico (0.75, 1y 1.5 %), se encontrd que existen variaciones
significativas con las variaciones de concentracion de oxidante. Se recomienda
trabajar con sulfato amonocérico al 1.5%, ya que con esta concentracion se
oblienen los valores de absorbancia mayores cabe aclarar que la concentracién
recomendada en la literatura es de 1%

El porcentaje de recuperacion de fenol en muestras sintéticas es

satisfactorio (97 .42 %), no se encontraron valores informados en la literatura para
efectuar comparaciones.
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COMPARACION DE METODOS
i) Métodos con extraccion

Aunque el intervalo lineal del método del MBTH es menor que el def
métado de la 4-AAP, dicho método tiene varias ventajas: el valor de absortividad
molar es mayor, los limites de deteccidn y cuantificacion son menores, es un
método mas preciso y el compuesto formado es estable duranie un intervalo de
tiempo mayor. Para los dos métodos existen variaciones en {a absorbancia con el
cambio de concentracién de los reactivos principales, en el caso del oxidante
existe un intervalo de concentracién en el que no existen variaciones significativas,
Para los métodos con extraccién no se realizé una comparacién con muestras
reales, es posible que en muestras naturales que no tengan muchas interferencias
sea conveniente utilizar el método del MBTH.

ii) Métodos sin extraccion

Dentro de las ventaja que presenta el método del MBTH se encuentra que
el valor de absortividad molar es mayor (en el caso del fenol); en algunos casos
los valores para limite de deteccion y cuantificacién son menores, ademas el
compuesto colorido es estable durante un intervalo de tiempo mayor.

Una de las ventajas del metodo de 1a 4-AAP radica en que el intervalo lineal
es mucho mayor, esto es muy conveniente si se trabaja con aguas residuales, ya
que se evita la necesidad de diluir, es un método mas preciso; y, aunque es
sensible a los cambios de pH, si éste se mantiene dentro del intervalo de
estabilidad no hay problemas. La ventaja principal de este método se encuenira
en el tratamiento de muestras reales, ya que no existen muchos problemas de
interferencias.

NOTAS:

1. El tratamiento estadistico se realizd al nivel de confianza del 95%.

2. Aungue los métodos con extraccion son recomendables para el analisis de
aguas cortaminadas con fenoles al nivel de ppb, y no para aguas residuales,

Estos métodos se estudiaron debido a que en algunas ocasiones llegan aguas
potables al laboratorio para su analisis.
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9. Conclusiones

En este trabajo, se obtuvieron las principales caracteristicas de desempefio
de los métodos de determinacion de fenol de la 4-AAP y el MBTH.

La mayoria de estas caracteristicas no se encuentran documentadas en
los métodos normalizados que se emplean para realizar las determinaciones de
rutina en los laboratorios de analisis de aguas residuales.

La integracién de los resultados obtenidos, la experiencia y los
conocimientos adquiridos durante la realizacion del proyecto permitieron obtener
varias conclusiones entre las cuales podemos resaltar las siguientes:

a) En relacién a la estabilidad de las disoluciones, debido a que el tiosuifato
de sodio se utiliza como disolucion patrén secundario en la titulacion del
feno! y de acuerdo a los resultados obtenidos, es conveniente que se titule
cada vez que se utilice. Con respecto a la disolucion de fenol, &sta es
estable durante el primer dia posterior a su preparacion.

b) Es de gran importancia que la implantacién (validacion interna o
verificacion) de un método, se reafice antes de que éste se utilice en el
analisis de rutina. Esto tiene como propésito el probar su validez para las
muestras que comunmente se analizan en el laboratorio, y que los usuarios
comprueben su habilidad, asi también como para determinar diferentes
caracteristicas que pueden ser de gran utilidad en el andlisis mismo.

¢) Para el método de la 4-aminoantipirina, se comprobo la dependencia del
desarrollo del compuesto colorido con respecto a las variaciones del pH.

d) Los valores de absortividad molar del compuesto colorido con metodo
del MBTH son superiores a los obtenidos con el método de la 4-AAP, con
esto se confirma lo informado en la literatura.

e) Después de realizar el estudio de comparacion de los dos métodos (sin
extraccion) para aguas residuales; se concluye que aunque para algunas
muestras con el métedo del MBTH se determind una concentracion mayor
de fenol, es conveniente utilizar el metodo de la 4-AAP, ya que es menos
sensible a las interferencias.

f) Se verificd, que los valores de los limites de deteccion y cuantificacion
dependen del método estadistico que se utilice para su calculo. En el caso
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de los métodos sin extraccidén, se obftienen valores mas bajos para el
método del MBTH. Con respecto a los metodos con extraccidn en algunos
casos son muy similares los valores obtenidos para los métodos de la 4-
AAP y el MBTH, en otros son mejores los obtenidos para el método del
MBTH.

g) Al comparar los métodos con extraccion, se observa una mejor precision
para el método del MBTH. En relacion a los métodos sin extraccion, la
precision es mejor para el método de la 4-AAP.

h) Con respecto a la norma mexicana NOM-AA-50, es necesario que
indique, que el método de la 4-AAP que propone es utl para la
determinacion de fenoles para concentraciones inferiores de 100 ppb; es
decir para el analisis de agua naturales. Cuando se desean analizar
aguas residuales es conveniente utilizar el método sin extraceion, que es
atil para determinar concentraciones de fenoles superiores a 100 ppb.
Debido a gque el método sin extraccion no forma parte de la norma, es
necesario que se éste se incluya en la misma.

Finalmente, se puede gue concluir que se alcanzaron los objetivos que se
plantearon inicialmente en este trabajo.
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ANEXO |. Titulacién de la disolucién de tiosulfato de sodio y
¥ de la disolucién de fenol

Tabla I-A. Titutacién de la disolucién de tiosulfato de sodio

Tiempo Concentracion Diferencia Diferencia % de variacién
transcurrido de fenol con respecto minima con respecto
{dias) (ppm) aldia0 sigﬂiﬁcativa' aldia®

0 0.0260 — —_ —

10 0.0254 -0.0006 0.0002 -2.31
17 0.0252 -0.0008 0.0002 -3.08
20 0.0252 -0.0008 0.0002 -3.08
21 0.0249 -0.0011 0.0002 -4.23
22 0.0249 -0.001 0.0002 -4.29
31 0.0251 -0.0009 0.0002 -3.32
38 0.0253 -0.0007 0.0002 -2.69

* De acuerdo al Analisis de Varianza

Tabla 1-B. Titulacién de la disclucién de reserva de feno! - Estudio #1

Tiempo Concentracion . Diferencia Diferencia % de variacién
transcurrido de fenol con respecto minima con respecto
{dias) {ppm) al dia 0 _significativa aldia®
0 1021 — —_ —
1 10186 -5.00 7.01 -0.49
5 1012 -9.25 7.01 -0.91
8 1013 -1.75 7.01 -0.76
1 41007 -14.00 7.01 -1.37
12 1014 -6.69 7.01 -0.66
14 992 -28.71 7.01 2.81
22 1005 -16.00 7.01 -1.57
83 997 -24.00 7.01 -2.35
60 993 -28.00 7.01 -2.74
67 1002 -18.72 7.01 -1.83
a2 1012 -8.69 7.01 -0.85

Tabla 1-C. Titulacién de la disolucién de reserva de fenol - Estudio #2

Tiempo Concentracion Diferencia Diferencia % de variacion
transcurrido de fenol con respecto minima con respecto
{dias} {ppm) aldia 0 significativa al dia 0
0 1003 - -

100 1005 2 875 0.24
190 1006 4 8.75 0.37
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Concentracion de fenol
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1. ESPECTRO DE ABSORCION DEL METODO 4AAP-CE
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3. ESPECTRO DE ABSORCION DEL METODO MBTH-CE
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ANEXO |\, Curvas de calibracién

En las siguientes tablas se muestran los resultados con los que se cbluvieron
las diferentes curvas de calibracion de cada uno de los métodos empleados.

Tabla ll-A Curvas de calibracién del método espectrofotométrico de la 4-AAP
con extraccién

LECTURAS DE ABSORBANCIA

Curva 10 20 40 60 80 100 ppb de fenol
1 0.0338 0.0669 0.1075 0.2305 0.3436 04187
2 0.0184 00545 0.1544 0.2024 02483 04135
3 0.0215 00761 0.1848 0.2570 03370 03517
4 0.0343 0.0774 0.162¢ 02619 03281 04528
5 0.0686 0.1514* 0.1980 0.2619 0.3687 0.4423

* valar rechazado por la prueba Q

Nota: Para la curva 5, se obtuvieron valores de absorbancia adicionales
(m=0.0042, b=0.0238, r=0.9981)

120

140

160 ppb de fenol

0.5168

0.6057

0.7068

Tabla llI-B Curvas de calibracién del método espectrofotométrico de la 4-AAP
sin extraccion

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Curva 1 3 5 7 g 11 15 ppm de fenol

1 0.1469 0.4053 06756 0.9593 1.2217 - —

2 0.1314 04042 06734 09515 1.1969 - —

3 0.1355 04060 06741 08507 12153 1.4881 20050
4 0.1405 0.4102 06854 09760 12369 1.5219 2.0406
5 0.1346 03958 06618 09257 11713 14512 1.8693
6 0.1328 03992 0.6660 09307 1.1928 1.3354* 18810
7 0.1314 04011 06652 09382 1.1883 14665 2.0059
8 0.1338 0.4037 06742 0.9490 12134 14912 20200

* valor rechazado por la prueba Q

Tabla i-C Curvas de calibracién del método espectrofotométrico del MBTH
con extraccién

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Curva 5 10 20 30 40 50 50 ppb de fenol
1 00541 0.1008 0.1476 01963 0.2562 0.2713
2 - 00606 0.1096 0.1428¢ 0.1904 02297 0.2597
3 0.0273 0.0530 0.1001 0.1430 0.1799 0.1929 0.2593
4 0.0257 0.0532 0.0992 0.1415 0.1786 02283 02572
5 0.0257 0.0552 0.0921 0.1408 0.1811 0.2241 (0.2522
6 0.0240 0.0507 0.1082 0.1589* 0.1841 02299 0.2879
7 0.0248 00517 0.0088 0.1392 0.2067 __ 0.2423  0.2027

* valor rechazado por la prueba Q
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Tabla IlI-D Curvas de calibracién del método espectrofotométrico del MBTH

sin extraccion

LECTURAS DE ABSORBANCIA

Curva 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 ppm de fenol
1 0.0477 0.0908 0.1211 0.1618 0.1906 0.2324
2 0.0523 0.0862 0.1325 0.1620 0.2085 0.210%
3 0.0512 0.0880 0.1203 0.1723 0.1983 0.2309
4 00515 0.0934 0.1319 01559 0.2019 0.2348
5 00514 00924 01202 01701 01872 0.2141
6 00514 00910 0.1309 0.1655 0.2005 0.2405
7 0.0485 0.0881 0.1221 01647 0.1905 0.2177

Tabla lll-E Resultados de la regresidn lineal del
método espectrofotométrico de 1a 4-AAP con extraccion

Curva y={ m % IC,)ppb'x + ( b % IC,) r
1 y = (0.0043 2 0.0007) ppb’ x + (-0.0187 + 0.0387) 0.9904
2 y = {0.0039 + 0.0008) ppb' x + (-0.0158 £ 0.0479) 0.9822
3 y = {0.0039 1 0.0007) ppb’ x + { 0.0013 £ 0.0387) 0.9882
4 y = (0.0045 £ 0.0004) ppb" x + (-0.0092 £ 0.0197) 0.9976
5 y = (0.0043 + 0.0004) ppb' x + ( 0.0137 1 0.0247) 0.9977

Tabla llI-F Resultados de la regresion lineal del
método espectrofotométrico de la 4-AAP sin extraccion

Curva y=( m # IC, ) ppm' x + ( b % ICy) r
1 y = {0.1356 1 0.0024) ppm’’ x + (0.0032 £ 0.0125) 0.999%
2 y = (0.1340 £ 0.0030) ppm™* x + {0.0010 £ 0.0158) 0.9999
3 y = (0.1341 £ 0.0012) ppm™* x + (0.0042 % 0.0098) (.9999
4 y = (0.1367 £ 0.0019) ppm™ x + (0.0048 £ 0.0151) 0.9999
5 y = (0.1312 £ 0.0011) ppm™ x + {0.0025 # 0.0086) 0.9999
6 y = (0.1321 + 0.0006} ppm™ x + (0.0026 £ 0.0044) 0.9998
7 y = (0.1335 + 0.0010) ppm™ x + (-0.0015+ 0.0082) 0.9999
8 y = (0.1350 £ 0.0007) ppm” x + (0.0002 £ 0.0054) 0.9999
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Tabla 1l1-G Resultados de la regrasion lineal del )
método espectrofotométrico del MBTH con extraccion

Curva y={ m % IC,) ppb”! x + { b % IC,) r
1 y = (0.0047 + 0.0005) ppb' x + (0.0053 £ 0.0184) 0.9955
2 y = (0.0040 £ 0.0004) ppb" x +  (0.025110.0143) 0.9978
3 y = {0.0041 £ 0.0005) ppb”' x + {0.0096 % 0.0166) 0.0928
4 y = (0.0042 £ 0.6003) ppb” x + (0.0106 £ 0.0105) 0.9982
5 y = (0.0043 £ 0.0003) ppb” x + {0.0072 1 0.0094) 0.9978
& y = (0.0047 + 0.0003) ppb” x + (0.0035 + 0.0114) 0.9981
7 y = {0.0049 + 0.0002) ppb” x + {0.0007 £ 0.0081) 0,9388

Tabla 1llI-H Resultados de la regresién lineal del
método espectrofotométrico del MBTH sin extraccién

Curva y=(m % Ic  yppm’ x + (b % IC;) r
1 y = (0.1805 £ 0.0126) ppm™' x + (0.0144 £ 0.0098) 0.9987
2 y = (0.1804 + 0.0353) p|:>m'1 X + (0.0150 + 0.0255) 0.9858
3 y = {0.1788 + 0.0241) ppm™ x + {0.0200 £ 0.0188) 0.9953
4 y = (0.1809 + 0.0166) ppm™ x + (0.0183 + 0.0130) 0.8978
5 y = (0.1640 £ 0.0291) ppm™ x + (0.0245 + 0.0227) 0.9919
6 y = (0.1889 + 0.0069}) ppm™ x + {0.0158 £ 0.0054) 0.9996
7 y = (0.1708 # 0.0200) ppm™’ x + {0.0190 1 0.0155) 0.9965

Nota : Para las curvas de calibracién, cuyo nimero que las identifica se encuentra en
letras negritas, se ha encontrado que el punto (0,0} forma parte de la poblacién de puntos.

Tabla Il Resultados de la regresién lineal
de la curva representativa de cada método

Método y=( m * ICo)[] x + ( b % IC) r
4-AAP CIE y = (0.0043 £ 0.0001) ppb”’ x  +  (-0.0120%0.0082) 0.9997
4-AAP SIE y = (0.1339 £ 0.0010) ppm™ x  +  (0.0029 £ 0.0082) 0.9999
MBTH C/E y = (0.0044 £ 0.0002) ppb” x  +  (0.0094 £ 0.0075) 0.9992

MBTH S/E y = (0.1754 £ 0.0139) ppm” x _ +  (0.0200 ¢ 0.0108) 0.9984

PO
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ANEXO [V



ANEXO IV. Resultados de los diferentes estudios

1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE LA 4-AAP
A} Método con extraccidn

Tabla A-1 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en 1a estabilidad det compuesto colorido

Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracion: 100 ppb
TIEMPO LECTURAS DE ABSORBANCIA
TRANSCURRIDO
(Horas) {Estudio realizado por triplicado)
0.58 0.5160 0.5082 0.5238
0.77 0.5248 0.5170 0.5326
1.17 0.5289 0.5211  0.5367
1.67 0.5297 0.5219  0.5375
267 0.5215 05137 05293
3.67 0.5276 05198 0.5354
4.97 0.5174 05096  0.5252
23.17 0.5150  0.5072  0.5228

Tabla A-2 Estudio de! efecto del transcurso del fiempo en la estabilidad del compuesto colorido

Blanco utilizado: clarofarmo Concentracion: 100 ppb
TIEMPO LECTURAS DE ABSORBANCIA
TRANSCURRIDO
(Horas} {Estudio realizado por triplicado)
267 0.5948 (05915 0.5846
3.67 0.5933 05935 0.5975
4.97 0.5917 0.5978 05946
26.92 0.6055 06088 06089

Tabla A-3 Estudio det efecto del transcurse del tiempo en la estabilidad del blanco de muestra
Blanco utilizado: cloroformo

TIEMPO LECTURAS DE ABSORBANCIA
TRANSCURRIDO

{Horas) (Estudio realizado por triplicado)
0.58 0.0864 0.0815 0.0864
1.63 0.0719 00745 0.0769
267 0.0656 0.0667 0.0645
367 0.06850 0.0656 0.0636
497 0.0818 0.0667 0.0678
23.17 0.1051 01067 0.1039
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Tabla A-4 Estudio del efecio de la temperatura en el desarrollo del compuesto cotorido

Blanco utilizado; blanco de muestra Concentracion; 100 ppb
TEMPERATURA LECTURAS DE ABSORBANCIA
(°C) {Estudio realizado por friplicado)
10 0.4777 0.5027 0.4934
15 0.4827 0.4972 0.4862
23 0.4659  0.48922 04782
30 0.4574  0.4739 04626
35 0.4535 0.4727  0.4629

Tabla A-5 Estudio del efecto del pH en el desarrollo del compuesto colorido
Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracién: 100 ppb

LECTURAS DE ABSORBANCIA

pH (Estudio realizado por triplicado)
4.7 0.0887 0.0809  0.0965
7.0 01695 01617 01773
8.0 05118 0.5040 0.5196
8.5 0.4343 04265 0.4421
9.0 0.4340 04262 04418
9.5 0.4462 0.4384 04540
10.0 0.4351 04273 0.4429
10.5 0.3927 0.3849  0.4005
11.0 0.3627 0.3549 03705
11.5 0.2717 0.2639  0.2795

Tabla A-6 Estudio del efecto de la variacién en la concentracién de 4-AAP
en el desarrollo del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentracién de 4-aminoantipirina

Muestra A B A B A B
0.5% 0.5% 2% 2% 5% 5%
B-1 0.0104 — 0.0353 0.0692 -
B-2 0.0114 —_ 0.0335 0.0635
B-3 0.0178 — 0.0369 --- 0.0649 -

MCI-1 0.0525 0.0678 0.1093 0.1465 0.1382 0.2125
MCI-2 0.0545 00623 0.1032 (0.1445 0.1345 0.2198
MCI-3  0.0588 00614 01012 0.1478 01387 0.2112
MCIl-1 0.1423 0.1598  0.2200 0.2589 0.2228  0.2958
MCI-2  0.1414  0.1548  0.2212  0.2545 0.2211 0.2965
MCI-3  0.1478 01509  0.2278  0.2578 0.2217  0.2991
MCIN-1 0.2614 02765 04172 04576 03716 0.4479
MCHI-2 0.2696 0.2736 0.4185  0.4595 0.3714  0.4465
MCHI-3  0.2675 0.2778  0.4163 04568 03717  (0.4485
MCI: 20ppb, MCII: 100 ppb, MCIl: 150 ppb
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Tabla A-7 Estudio del efecto de la variacién en la concentracion de ferricianuro de potasio
en el desarrollo del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentracion de ferricianuro de potasio

Muestra A B A B A B
4% 4% 8% 8% 12% 12%
B-1 0.0442 — 0.0480 0.0528
B-2 0.0367 - 0.0441 0.0479
B-3 0.0298 - 0.0450 0.0461 -

MCI-1 0.0927 00479 0.1303 00740 01315 0.0805

MCi-2  0.0919  0.0507 0.1251 0.0845 0.1292 0.0772

MCII-1 03185  0.2792  0.4357 0.4088 04550 0.3944

MCII-2 03607 0.3235 04455 0.4198 04598 0.4004

MCIll-1 - 0.5219 04820 06569 0.6073 06808 0.6321

MCIIl-2  0.4943 0.4721 0.6648 06124 0.7028 0.6538
MCH: 20ppb, MCII: 100 ppb, MCII: 150 ppb

A=Muestras que se leyeron con el agua destilada como blanco
B=Muestras que se leyeron con el blanco de muestra

El B1 se utilizé para leer las muestras de Cl, et B2 paralos de Cll y el B3
para los de ClIL
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B) Método sin extraccidn

Tabla B-1 Estudio del efecto dei transcurso del tiempo en la estabilidad del compuesto colorido
Blanco utilizade: agua purificada  Concentracién de fenol: 5 ppm

TIEMPO LECTURAS DE ABSORBANCIA
TRANSCURRIDC : S '
{horas) {Estudio realizado por quintuplicado)

0.25 0.8838 0.8895 0.9048 0.9061 0.8927
0.50 0.8823 0.8829 0.9008 0.9040 0.8877
0.75 0.8690 0.8740 0.8934 0.8970 0.8831
1.00 0.8690 0.8729 0.8888 0.8957 0.8779
1.50 0.8598 0.8697 0.8895 0.8902 0.8765
2,50 0.8360 0.8474 0.8759 0.8730 0.8611
4.00 0.8063 0.8201 0.8519 0.8533 0.8377
6.00 0.7713 0.7876 0.8306 0.8236 0.8185
7.50 0.7371 0.7553 0.8073 0.7990 0.7957

Tabla B-2 Estudio def efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad det compuesto colorido

Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracion de fenol: 5 ppm
TIEMPO LECTURAS DE ABSORBANCIA
TRANSCURRIDO E e R
(horas) {Estudio realizado por quintuplicado})

0.25 0.8749 0.8805 0.8975 0.8983 0.8842
0.50 0.8712 0.8780 0.8929 0.8973 0.8834
0.75 0.8668 0.8720 0.8890 0.8948 0.8801
1.00 0.8594 0.8676 0.8895 0.8907 0.8780
1.50 0.8574 0.8641 0.8825 0.8864 0.8710
2.50 0.8283 0.8420 0.8657 0.8680 0.8532
4.00 0.8050 0.8160 0.8516 0.8494 0.8354
6.00 0.7654 0.7823 0.8244 0.8166 0.8074
7.50 0.7249 0.7475 0.7950 0.7879 0.7805

Tabla B-2 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad de blanco de muestra
Blanco utilizado: agua purificada

TIEMPO LECTURAS DE ABSORBANCIA
TRANSCURRIDG

{horas) {Estudio realizado por triplicado)
0.25 0.0041 0.0024 0.0073
0.50 0.0052 0.0049 0.0065
0.75 0.0041 0.0041 0.0042
1.00 0.0045 0.0048 0.0051
1.50 0.0035 0.0049 0.0043
2.50 0.0023 0.0058 0.0029
4.00 0.0064 0.0029 0.0030
6.00 0.0041 0.0032 0.0042
7.50 0.0126 0.0057 0.0073
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Tabla B-4, Estudio del efecto de la temperatura en el desarrollo del compuesto colorido
Bfanco utilizado: blanco de muestra

Concentracion de fenol: Sppm

TEMPERATURA LECTURAS DE ABSORBANCIA
{°C} {Estudio realizado por triplicado)

10 0.8173 0.8104 0.8027

15 0.8164 0.8110 0.8016

20 0.8157 0.8099 0.8012

25 0.8241 0.8105 0.8022

30 0.8125 0.8072 0.7950

35 0.8084 0.8055 0.7980

Tabla B-5. Estudio del efecto del pH en el desarrollo del compuesto colorido

Blanco utilizado: blanco de muestra

Concentracién de fenol: Sppm

pH

5.64
7.05
8.12
9.05
9.50
9.80
10.01
10.20
10.50
11.00
11.75

LECTURAS DE ABSORBANCIA
(Estudlo realizado por triplicado)
0.4791 0.4691 0.4812 -
0.47986 0.4652 0.4925
0.8391 0.8212 0.8479
0.6853 0.6759 0.6901
0.6838 0.6767 0.6929
0.6818 0.6718 0.6935
0.6774 0.6698 0.6899
0.6748 0.6600 0.6827
0.6629 0.6547 0.6728
0.6140 0.6076 0.6212
0.3330 0.3225 0.3489

Tabla B-6 Estudio dei efecto de la variacién en {4-AAP] en el desarmrolio del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
: ‘Concentracién de 4-aminoantipirina
Muestra - ‘A~ B A B A B

0.5% 0.5% 2% 2% _5% 5%
B-1 0.0010 - 0.0078 - 0.0130 .-
B-2 0.0008 - 0.0070 - 0.0145 -
B-3 0.0015 - 0.0081 = 0.0125 ==
MCI-1 0.2660 0.2614 0.2740 0.2713 0.2584 02415
MCt-2 0.2625 0.2678 0.2798 0.2745 0.2545 0.2469
MCH-3 0.2678 0.2698 02732 0.2769 0.2569 0.2467
MCHI-1 1.0268 1.0246 1.0854 1.0853 1.0956 1.0831
MCil-2 1.0269 1.0268 1.0801 1.0845 1.0989 1.0814
MCll-3 1.0267 1.0287 1.0845 1.0860 1.0982 1.0835
MClli-1 1.8266 1.8229 2.0426 2.0377 2.0139 1.9645
MChi-2 1.8260 1.8278 2.0428 2.0345 2.0135 1.9647
MCII-3 1.8249 1.8269 2.0418 2.0312 20169 1.9639
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Tabla B-7. Estudio del efecto de la variacidn en la concentracion de ferricianuro de potasio
en el desarrollo del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentracién de ferricianuro de potasio
Muestra A B A 8 A B
4% 4% 8% 8% 12% 12%

B-1 0.0019 0.0013 0.0015
B-2 0.0012 0.001% 0.0013
B-3 0.0014 0.0017 0.0021
MCI-1 0.1788 0.1789 0.2606 0.2568 0.2629 0.2592
MCI-2 0.1954 0.1963 0.2588 0.2582 0.2626 0.2602
MCI-3 0.1853 0.1876 0.2602 0.2579 0.2598 0.2572
MCIl-1 0.9141 Q.9287 1.3411 1.3346 1.3439 1.3395
MCli-2 0.9500 0.9641 1.3459 1.3411 1.3428 1.3386
MCIi-3 0.9315 0.9450 1.3326 1.3253 1.3427 1.3383
MCII-1 1.4470 1.4584 1.9981 1.9940 20128 2.0015
MCIHI-2 1.5468 1.5534 1.9924 1,8886 20111 2,0013
MCIl-3 1.5242 1.5304 1.9877 1.9831 2.0126 2.0022

Para los dos ditimos estudios;

B:Blanco de muestra, MCI: 2ppm, MCII: 10 ppm, MCIIl; 1Sppm

1.2 Y 3 se refieren a réplicas
A=Muestras que se leyercn con el agua destilada como blanco
B=Muestras que se leyeron con el blanco de muestra

El B1 se utilizé para leer los valores de Cl, el B2 para los de Cil y €l B3

para los de CIIi.
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2. METODO ESPECTROFOTOMETRICO DEL MBTH
C) Método con extraccion

Tabla C-1 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del compuesto colorido

Blanco utilizado: cloroformo Concentracién de fenol: 40 ppb
Tiempo - LECTURAS DE ABSORBANCIA
transcurrido
{horas) {Estudio realizado por triplicado)
0.25 0.2284 0.2260 0.1386
0.50 0.2432 0.2115 0.1404
0.75 0.2354 02111  0.1442
1.00 0.2384 0.2278 0.1508
1.25 02406 0.2224 0.1429
1.75 0.2335 0.2214 0.1520
275 0.2297 0.2207 0.1485
375 0.2009 0.1968 0.1259
4.75 0.2179 0.2076 0.1452
5.75 0.2081 0.2058 0.1420
25.25 0.2023 0.1865 0.1174

Tabla C-2 Estudio del efecto de! transcurso del tiempo en la estabilidad del compuesto colorido
Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracion de fenal; 40 ppb
' ... Tiempg.. LECTURAS DE ABSORBANCIA

" (Estudid realizado por triplicado)
0.1852 0.1768 0.1091
0.1798 0.1589 0.0973
0.2178 0.1814 0.1135
0.2222 01833 0.1193
0.2044 02087 0.1385
0.2425 02191 0.1569
0.2041 0.1850 0.1205
0.2162 0.1880 0.1265
0.1863 0.1993 0.1235
01729 0.1836 0.1059
0.1998 0.1968 0.1213

Tabla C-3 Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del blanco de muestra
Blanco utilizado: cloroformo

Tiempo £ECTURAS DE ABSORBANCIA
transcurrido .
{horas) {Estudio realizado por triplicado)
375 -0.0260 0.0519 0.0072
475 -0.0050 0.0176 -0.0010
575 0.0319 0.0299 -0.0060
25.25 -0.0270 -0.0280 0.0048
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Tabla C-4. Estudio dei efecto de la temperatura en et desarrollo del compuesto colorido
Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracién de fenol. 50 ppb

TEMPERATURA LECTURAS DE ABSORBANCIA
{°C) {Estudio realizado por triplicado)
10 0.2301 0.2141 0.2038
15 0.2588 0.2416 0.2387
225 02293 0.2136 0.2079
30 0.2223 0.2083 0.2005
35 0.2122 0.2078 0.2620
Tabla C-5. Estudio del efecto de ia temperatura en el desarrollo del compuesto colorido
Blanco utilizado: cloroformo Concentracién de fenal: 50 ppb
TEMPERATURA LECTURAS DE ABSORBANCIA
{°C) {Estudio realizado por triplicado)
10 0.2605 0.2366 0.2805
15 0.2462 0.2356 0.2205
225 0.2426 0.2289 0.2233
30 0.2395 0.2212 0.2073
35 0.2420 0.2214 0.2243

Tabla C-6. Estudio del efecto de la temperatura en el desarrollo del blanco de muestra
Blanco utilizado: cleroformo

TEMPERATURA LECTURAS DE ABSORBANCIA

(°C) . (Estudio realizado por triplicado)
10 0.0525 0.0185 0.0054
15 0.0135 0.0100 0.0082
225 0.0100 -0.0060 0.0098
30 0.0038 0.0178 0.0225
35 0.0106 0.0185 0.0168

Tabla C-7. Estudio del efecto de la variacion en la concentracion de MBTH
en el desarrollo del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentracién de MBTH (%)

Muestra A A A
0.0375 0.05 0.0625
8-1 0.0092 00053 0.0073
B-2 0.0069 0.008 0.0055
MCI-1 0.0649 00454 0.0564
MCI-2 0.0595 0.0474 0.0659
MCII-1 0.2678 0.2205 0.2478
MCHII-2 0.2661 0.2221 0.2535

MCI: 10 ppb y MCIII: 50 ppb
A=Muestras que se leyeron con cloroformo como blanco.
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Tabla C-7, Estudio det efecto de la variacién en la concentracion de sulfato amonocérico
en el desarrolio del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentraclén de sulfato amonocérico (%)

Muestra A A SA

0.75% 1% 1.25%
B-1 0.005 0.0077 0.0
B-2 0.0073 0.008 0.0104
MCI-1 0.0510 0.0429 0.0548
MCI-2 0.0545 0.0454 0.0504
MCII-1 02294 02219 0.23
MCIN-2 0.2241 0.2205 0.2114

MCI: 10 ppb y MCHI; 50 ppb
A=Muestras que se leyeron con cloroformo como blanco.
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D) Método sin extraccién

Tabla D-1. Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del compuesta colorido
Blanco utilizado: agua purificada Concentracion de fenol: 1 ppm

Tiempo LECTURAS DE ABSORBANCIA
transcurrido :
{horas) {Estudio realizado por quintuplicado)

0.25 0.1830 0.1895 0.1780 0.2005 0.1914
0.50 0.173% 0.1881 0.1785 0.2005 0.1839
0.75 0.1811 0.1903 0.1791 0.1940 0.1923
1.00 0.1664 0.1918 0.1787 0.1997 0.1939
1.2 0.1726 0.1881 0.1799 0.2017 0.1925
1.75 0.1715 0.1879 0.1777 0.1973 0.1930
2.25 0.1746 0.1879 0.1770 0.1996 0.1922
3.25 0.1664 0.1823 0.1725 0.1932 0.1858
4.25 0.1647 0.1897 0.1730 0.1954 0.1885
5.25 0.1612 0.1837 0.1695 0.1916 0.1828
6.25 0.1705 0.1897 0.1699 0.1934 0.1959
8.756 0.1618 0.1863 0.15681 0.1923 0.1884

Tabla D-2. Estudio del efecto del transcurso del tiempo en la estabilidad del compuesto colorido

Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracion de fenol: 1 ppm
Tiempo LECTURAS DE ABSORBANCIA

transcurrido
(horas) ' {Estudio realizado por quintuplicado)

0.25 0.1593 0.1675 0.1555 01717 0.1690
0.50 0.1507 0.1671 0.1558 0.1715 0.1683
0.75 0.1481 0.1669 0.1546 0.1755 0.1694
1.00 0.1536 0.1638% 0.1545 0.1745 0.1674
1.25 0.1455 0.1684 0.1561 0.1783 0.1715
1.75 0.1501 0.1639 0.1528 0.1733 0.1675
2.25 0.1486 0.1663 0.1521 0.1704 0.1667
3.25 0.1567 0.1621 0.1526 0.1738 0.1663
4.25 0.1485 0.1624 0.1506 0.1652 0.1651
5.25 0.1469 0.1622 0.1495 0.1705 0.16837
6.25 0.1344 0.1584 0.1398 0.1666 0.1599
8.75 0.1391 0.1571 0.13584 0.1664 0.1586
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Tabla D-3. Estudio del efecto del transcurso de! iempo en la estabilidad del blanco de muestra
Blance utilizado: agua purificada

Tiempo LECTURAS DE ABSORBANCIA
transcurrido

{horas) - (Estudio realizado por triplicado)
0.25 0.0235 0.0230 0.0228
0.50 0.0232 0.0228 0.0239
0.75 0.0248 0.0227 0.0249
1.00 0.0247 0.0230 0.0240
1.25 0.0259 0.0235 0.021¢9
1.75 0.0247 0.0242 0.0243
2.25 0.0260 0.0264 0.0239
3.25 0.0272 0.0245 0.0231
4,25 0.0281 0.0250 0.0215
5.25 0.0182 0.0194 0.0195
6.25 0.0315 0.0294 0.0288
8.75 0.0294 0.0264 0.0256

Tabla D-4. Estudio de! efecto de la temperatura en el desarrollo del compuesto colorido

Blanco utilizado: blanco de muestra Concentracién de fenol: 1 ppm

TEMPERATURA LECTURAS DE ABSORBANCIA

(°C) {Estudio realizado por _triplicado)
10 0.1610 0.1701 0.1634
15 0.1643 0.1708 0.1611
25 0.1587 0.1700 0.1616
30 0.1619 0.1665 0.1609
35 0.1599 0.1709 0.1668
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Tabla D-5 Estudio del efecto de la variacién en la concentracion de MBTH
en et desarrollo del compuesto colorido

LECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentracién de MBTH

Muestra A B A B A B
0.05% 0.05% 0.20% 0.20% 0.30% 0.30%
B-1 0.0339 0.0159 0.0145
B-2 0.0440 0.0142 0.0128
B-3 0.0208 0.0121 0.0109

MCI-1 0.0350 0.0022 0.0677 0.0514 0.0615 0.0465
MCI-2 0.0360 0.0019 0.0682 0.0513 0.0817 0.0471
MCI-3 0.0360 0.0019 0.0670 0.0510 0.0623 0.0467
MCIlI-1 0.0555 0.0109 0.1316 0.1169 0.1226 0.1094
MCH-2 0.0589 0.0148 0.1332 0.1190 0.1217 0.1088
MCII-3 0.0588 0.0148 0.1191 0.1055 0.1228 0.1100
MCIH-1 0.0970 0.0755 0.2193 0.2061 0.2064 0.1935
MCIlI-2 0.1035 0.0823 0.2152 0.2020 0.2085 0.1954
MCHI-3 0.1006 0.0788 0.2000 0.1871 0.1965 0.1838

MCI: 0.2ppm, MCII: 0.5ppm, MCIII: 1 ppm
A=Muestras que se leyeron con el agua purificada como blanco
B=Muesiras que se leyeron con el blanco de muestra

Tabla D-6 Estudio del efects de la variacidn en la concentracion de sulfato amonocérico
en el desarrollo de! compuesto colorido

L ECTURAS DE ABSORBANCIA
Concentracién de sulfato amonocérico

Muestra A B | A B A B
0.50% 0.50% 1% 1% 1.50% 1.50%
B-1 0.0067 0.0116 0.0293
B-2 0.0068 0.0133 0.0264
8-3 0.0075 0.01186 0.0207

MCi-1 0.0440 0.0364 0.0673 0.0560 0.0824 0.0528
MCI-2 0.0439 0.0361 0.0691 0.0575 0.085% 0.0564
MCI-3 0.0474 0.0394 0.0657 0.054 0.0824 0.0528
MCII-1 0.0935 0.0851 0.134 0.1207 0.1523 0.1253
MCH-2 0.089 0.0809 0.1348 0.121 0.1529 0.1268
MCII-3 0.0896 0.0814 0.1247 0.1117 0.1527 0.1256
MCil-1 0.1342 0.1256 0.234 0.2206 0.2679 0.2467
MCIi-2 0.1812 0.1725 0.2284 0.2158 0.2604 0.2395
MCHI-3 0.1774 0.1683 0.2098 0.1969 0.2654 0.2452

MCI: 0.2ppm, MCII: 0.5ppm, MCIIL: 1 ppm
A=Muestras que se leyeron con el agua purificada como bianco
B=Muesltras que se leyeron con &l blanco de muestra
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ANEXO V. Calculo de la precision

V.1 Método Espectrofotométrico de 1a 4-AAP con extraccion

LECTURA 1 LECTURA 2 AMPLITUD PROMEDIO

MUESTRA {ppb) {ppb) {ppb} LECTURAS
1 119.022 117.511 1.511 118.266
2 105.496 111.803 6.307 108.650
3 111.803 108.446 3.357 110.125
4 105.496 108.446 2.950 106.971
5 91.803 94.441 2.638 93.122
6 98.254 100.604 2.350 99.429
7 95.852 96.671 0.719 96.312
8 87.223 88.038 0.815 87.631
9 81.372 88.038 6.667 84.705
10 87.223 81.372 5.851 84.297
11 106.360 106.456 0.096 106.408
12 93.314 95.185 1.871 94.249
13 93.266 95.185 1.918 94.225
14 103.962 103.314 0.647 103.638

suma 37.698 ppb
R= 2.693

Precision: s=R/1.128= 2.387 ppb

Lectura promedio global = 99.145 pph

Precision relativa = 241 %

La precisién relativa se calcula a partir de la siguiente relacion:
Precision relativa = precisionflectura promedio global *100
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V.2 Método Espectrofotométrico de la 4-AAP sin extraccion

LECTURA1  LECTURA2 AMPLITUD PROMEDIO

MUESTRA (ppm) (ppm) {ppm) LECTURAS
i 6.720 6.763 0.043 6.741
2 6.880 6.890 0.010 6.885
3 6.787 6.763 0.024 6.775
4 6.824 6.830 0.008 6.827
5 6.694 6.723 0.028 6.709
6 6.156 6.201 0.044 6.178
7 8.255 8.249 0.006 8.252
8 5.030 5.035 0.005 5.032
9 5.035 5.036 0.001 5.036
10 5.030 5.036 0.006 5.033

suma 0.175 ppm
R= 0.017

Precision : s =RM.128= 0.015 ppm

Lectura promedic gfobal = 6.347 rpm

Precision relativa = 0.24 %
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V.3 Método Espectrofotométrico del MBTH con extraccién

LECTURA 1 LECTURA 2 AMPLITUD PROMEDIO

MUESTRA (ppb}. {ppb) (ppb) LECTURAS
1 46.580 46.088 0.224 46.334
2 37.932 36.006 0.167 36.969
3 46.764 43.547 0.198 45.156
4 43.547 42.318 0.202 42.932
5 46.682 45.535 0.218 46.109
6 44 961 45.289 0.221 45.125
7 45.248 45.289 0.222 45268
8 44.961 45248 0.221 45,105
9 45.289 44,961 0.219 45125
10 38.773 39.018 0.180 38.895
19 39.018 40.166 0.192 38.592
12 40.166 38.773 0.184 39.459
13 41.846 38.732 0.175 40.289
14 38.855 37.297 0.176 38.076
15 37.297 36.867 0.179 37.082

suma 2.985 ppb
R= 0.199

Precision: s=R/1.128 = 0.176 rpb

Lectura promedio global = 42.102 ppb

Precisién relativa = 0.42 %
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V.4 Método Espectrofotométrico del MBTH sin extraccion

LECTURA 1 LECTURA 2 AMPLITUD PROMEDIO

MUESTRA {ppm) {ppm} {ppm) LECTURAS
1 0.768 0.747 0.020 0.758
2 0.770 0.780 0.010 0.775
3 0.541 0.552 0.0114 0.547
4 0.561 0.563 0.002 0.562
5 0.561 0.513 0.048 0.537
6 0.558 0.550 0.007 0.554
7 0.550 0.549 0.001 0.549
8 0.544 0.536 0.008 0.540
9 0.536 0.518 0.018 0.527
10 0.536 0.518 0.018 0.527
i1 0.518 0.544 0.026 0.531

suma 0.171 ppm
R= 0.016

Precision: s =R/1.128 = 0.014 PPM

Lectura promedio global = 0.582 ppm

Precision relativa = 2.36 %
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