UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA PARA EL
ESTUDIO QUIMICO DE CATIONES Y BICARBONATOS EN
MANANTIALES DE BAHIA CONCEPCION
(BAJA CALIFORNIA SUR, MEXICO)

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA
GIOVANNA MERCHAND REYES

MEXICO, D.F. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“Solo una cosa convierte en imposible un suefio:
el miedo a fracasar”

Paulo Coelho

Facultad de Quimica IV



AGRADECIMIENTOS

A Dios, aquél que nunca falla y me fortalece a cada instante. Por su amor y
bendiciones. Sin El no estaria en donde estoy.

A mis papas, gracias por creer en mi y estar conmigo siempre, por soportar mis
malos ratos con amor, mis desveladas y ausencias, los quiero. A mis hermanas
Erika y Mirelle, las quiero un monton.

Familia, en las buenas y en las malas, sé que siempre estan ahi para mi. Espero
que se haga cada dia mas grande. Abue, desde donde estés, espero que nos
recuerdes con amor como nosotros lo hacemos, te quiero.

Adrian, sabes que no existen palabras, gracias por recordarme quien soy, por
todo. Hermanito, por crecer conmigo, aceptarme como SOy y quererme sin
condiciones. Mau, eres unico, te quiero un monton amigo.

A mis hermanitos de la Facultad (Edgar, Jes, Jenny, Javier, Rodrigo, Vic, Chuy,
Maya, Sandy y Lazaro); gracias por acompafnarme estos cinco afios y espero que
lo hagan por muchos mas, con las locuras que han caracterizado siempre nuestra
amistad.

Ruth, gracias por tu gran apoyo durante estos dos afos, con tus ensefianzas me
has hecho crecer y aprender cada dia mas. Gracias por ser mi profesora, mi
tutora, pero sobre todo, una gran amiga. Te quiero mucho.

A mis compafieros de laboratorio de cromatografia del Edificio 8 del Instituto de
Ingenieria y Geofisica. Al programa PAPIIT IN11809Modelacion geoquimica
aplicada a sistemas hidrotermales y su aplicaciéon al sistema de informacién
geografico de agua de la UNAM, por su apoyo durante la realizaciéon de este
trabajo

A mis hermanos de la Escuela de Pastoral, por sus interminables oraciones
durante este ultimo afio.

Facultad de Quimica V.



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

INDICE

CAPITULO .

CAPITULO II.

CAPITULO L.

INTRODUGCCION.......ciiiiiiiriin i

MARCO TEORICO......uuviiiiiiiiiiiiiii ittt

2.1 Fundamentos de las técnicas...........c..ccveeievininnnes
2.1.1 Volumetria: 4cido — base y complejos.........
2.1.2 Cromatografiaionica.............ccceceeeeninnnn.
2.1.3  Fotometria.......ccoovieeii i

2.2 Desarrollo analitiCo........covveeee i,

2.2.1  INtroducCCiOn.......covviiiiie i
2.2.2 Disefo experimental de 3 factores...............
2.3 ValidacCion.........ov i

2.3.1 Importancia de la validacion de sistemas

ANAlItiCOS... e
2.3.2 Definicidn de pardmetros...........ccoevvviiennns

2.4 Caracteristicas de las descargas calientes de Bahia

Concepcion, Baja California Sur...........................

2.5 Caracteristicas de Bahia Concepcién, Baja California

SU, MEBXICO ... e e e e e e e e,
METODOLOGIA ..ot e e e,

3.1 Cuantificacion de bicarbonato en muestras de agua

hidrotermal..........oooi e

11

16

18

18

19

21

21

24

27

31

35

Facultad de Quimica

VI



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

3.1.1 Volumetria directa: Descripcion del sistema... 35

3.1.1.1 Desarrollo de la metodologia:
disefio experimental de tres

fACTOrES ... e 37

3.1.2 Volumetria por retroceso: Descripcion del

SISIEMA. ..t 41
3.1.2.1 Desarrollo del método................... 42

3.1.3 Validacion de los dos sistemas de

cuantificacion de bicarbonato.................... 43
3.1.4 Comparacion entre metodologias................ a7
3.2 Cuantificacion de cationes por cromatografia i6nica... 47

3.2.1 Desarrollo del método: eleccion de variables 49

3.2.2 Calibracién y validacién del sistema............. 54
3.3 Muestreo y lectura de muestras........................... 59
3.3.1 Obtencidén y conservacion de las muestras.... 59

3.3.2 Determinacion de parametros fisico —

QUIMICOS .. et e et e e e e e 60
3.3.3 Determinacién de bicarbonato.................. 6l

3.3.4 Cuantificacion de cationes por cromatografia
IONICA.....iiii i, B

3.3.5 Cuantificacion de cationes por otras
metodologias (volumetria de complejos y

fotometria)............coii . B2

Facultad de Quimica VII



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en

CAPITULO IV.

manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

RESULTADOS Y DISCUSION..........ccceciiviiiiii i e eee... 66
4.1 Cuantificacion de bicarbonato.................c.coceeen . 67
4.1.1 Desarrollo de las metodologias.................. 67
4.1.1.1 Volumetriadirecta..................... 68

4.1.1.2 Volumetria por retroceso............... 72

4.1.2 Validacion de los dos sistemas.................. 73

4.1.3 Equivalencia de las metodologias para la

cuantificacién de bicarbonato..................... 79
4.2 CuantificaciOn de cationes..........ooveeeee i 81

4.2.1 Establecimiento del método de cromatografia

o] o Tor= T PP PUUPTUIPT < ) |
4.2.2 Calibracion y validacion del sistema............. 94
4.3 Resultados de las muestras................c..ceceeieeeeee.. 106
4.3.1 Identificacion de las muestras..................... 106
4.3.2 Parametros fisico — quimicos...................... 107
4.3.3 Determinacion de bicarbonato.................. 108
4.3.4 Determinacion de cationes........................ 110
CAPITULO V. CONCLUSIONES.....o e 115
CAPITULO VL. BIBLIOGRAFIA .. ..o e 121
CAPITULO VII. APENDICES ... ..ccitiiiie ettt e e e 126
7.1 Calibracion de material.............cccoovviiiiini i 127
Facultad de Quimica VIII



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

7.2 Preparacion de reactivoS..........coveveviieviiiiiinnannnns 130
7.3 Pruebas estadisticas empleadas.....................ccunes 137
7.4 Calculo de incertidumbre.............ccoovvevviii i, 141
7.5 Pérdida al secado de bicarbonato de sodio.............. 143
indice de tablas
Tabla 1l. Algunos indicadores acido -base.............cccoocviiiii e, 8
Tabla 2. Longitud de onda a la que emiten los metales alcalinos y
o1 [or= [ 0 T0] (=] 1 =T 0 1S PP & o
Tabla3. Representacion de los experimentos realizados en un disefio 2° 20
Tabla 4. Descripcion de algunas manifestaciones hidrotermales
submarinas someras localizadas en mares mexicanos.............. 29
Tabla 5. Variacion de especies en una titulacion volumétrica del ion
bicarbonato con un &cido fuerte (HCI)................oooiiiiiiin, 36
Tabla 6. Asignacion de niveles para las variables experimentales para el
desarrollo analitiCo.............coovoviiiiii i e 39
Tabla 7. Diluciones realizadas para la linealidad del sistema.................. 44
Tabla8. Condiciones cromatograficas utilizadas para el analisis de
cationes por una metodologia establecida con anterioridad
(Merchand, 2008)........couuuieie i e e e e e 48
Tabla 9. Concentraciones de algunos iones encontrados para diferentes
sitios de descargas hidrotermales en el area de Bahia
Concepcidn, durante el muestreo del 2004 ..............cccevveenennes 53
Facultad de Quimica IX



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Tabla 10. Concentraciones empleadas para los multiestandares en mg*L™* 55
Tabla 11. Estandares preparados para la cuantificacién por fotometria...... 63
Tabla 12. Parametros obtenidos mediante el disefio experimental............ 68

Tabla 13. Andlisis de varianza para el disefio experimental con un total de

8 experimentos realizados por triplicado (N =24)..................... 69

Tabla 14. Resultados de la prueba de precision para las dos metodologias
de cuantificacion de bicarbonato..............ccoooeiiiiiiiii i 71

Tabla 15. Volumen promedio utilizado de una disolucion de acido
clorhidrico empleado para distintos estandares de bicarbonato en

los métodos de cuantificacion directo y por retroceso............ 72

Tabla 16. Caracteristicas de las regresiones lineales establecidas para los
métodos de cuantificacién de bicarbonato utilizando el método de

MINIMOS CUAAIAOS ... .ot e e e e, 73

Tabla 17. Resultados de exactitud y repetibilidad para los métodos de

cuantificacion de bicarbonato...........ooo e 76

Tabla 18 Datos promedio obtenidos para la linealidad de la cuantificacién
de bicarbonato por dos metodologias diferentes...................... 76

Tabla 19. Caracteristicas de las regresiones lineales establecidas para la

linealidad del MEtOdO........v v e, 77

Tabla 20. Resultados de precision intermedia para la cuantificacion de

bicarbonato por dos metodologias diferentes.......................... 78

Tabla 21. Limites de deteccion y cuantificacion para la determinacion de
bicarbonato por los métodos de volumetria directa y volumetria

POI TEITOCESO . ..t ettt e e et et e e e e et e et e e aa s 78

Facultad de Quimica X



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en

Tabla 22. Condiciones obtenidas para diferentes fases moviles............... 84
Tabla 23. Parametros cromatografico con diferentes fases maviles en la

fase 1 de desarrollo ..........oevieiii i 85
Tabla 24. Parametros cromatografico con diferentes fases maviles en la

fase 1 de desarrollo ..........oevieiii i 86
Tabla 24. Condiciones instrumentales obtenidos para cada experimento en

la fase 2 del desarrollo de la metodologia de cromatografia ionica

para la cuantificacion de cationes...................cceeeennnnn. 89
Tabla 25. Parametros cromatograficos determinados para diferentes fases

moviles durante la fase 2 del desarrollo..............c.ccovciviiiiinnns 89
Tabla 26. Parametros cromatograficos determinados para diferentes fases

moviles durante la fase 2 del desarrollo..............c.ccovciiiiiinnns 90
Tabla 27. Parametros cromatograficos determinados para diferentes fases

moéviles durante la fase 2 del desarrollo................ccocoieiiiinnnns 91
Tabla 28. Condiciones instrumentales para la fase tres del desarrollo del

método de cromatografia ibnica para la cuantificacion de

o= 110 1= 93
Tabla 29. Parametros cromatograficos para las fases probadas durante la

fase tres del desarrollo.............ccccoveiiiiiiiiii . 93
Tabla 30. Ecuaciones obtenidas para las curvas de calibracion de cada ion

analizado por cromatografia..........ccccoevv v 95
Tabla 31. Resultados de precision para el método de cromatografia

o] ][ - VPP PUPSI | o
Tabla 32. Resultados obtenidos para el ajuste del sistema...................... 97
Facultad de Quimica XI

manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en

Tabla 33.

Tabla 34.

Tabla 35.

Tabla 36.

Tabla 37.

Tabla 38.

Tabla 39.

Tabla 40.

Tabla 41.

Tabla 42.

Tabla 43.

manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Resultados de linealidad del sistema para los cationes medidos
por cromatografia I0NICA. ... .. oo vvviie i 97

Resultados de linealidad del sistema para los cationes medidos

por cromatografia iOniCa...........covvvieiie i 98

Resultados obtenidos para la muestras adicionada (A) y no

adicionada (B) para la prueba de especificidad........................ 99

Resultados de la prueba de t realizada para la especificidad del

Y[ (=] 1T VT 99

Resultados de exactitud para una muestra de agua hidrotermal

por cromatografia ioniCa..........cooovveiie i, 100

Porcentaje de recobro para tres diferentes niveles de
concentracion para los iones determinados por cromatografia

o] 41 Tor- VU TR £ 0 I

Caracteristicas de las regresiones lineales obtenidas a partir de

la linealidad del MEtOdO. .. ......cooion e e, 102

Resultados obtenidos para la cuantificacién de los iones por dos

AN S RS . .. oo et 104

Limites de deteccidn y cuantificacion para el analisis de cationes

por cromatografia idnica............ccoviii i, 105

Ubicacién de las muestras obtenidas durante el muestreo en

Bahia Concepcién, en enero del 2009................ccceevevevveeenn... 107

Determinacion de los parametros fisicoquimicos para las 108

MUESTIAS €N CAMPO. .. ettt it it et et et et et e et a e ae aeaeaeanaeaas

Facultad de Quimica XII



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en

Tabla 44.

Tabla 45.

Tabla 46.

Tabla 47.

Tabla 46.

manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)
Resultados obtenidos para el bicarbonato presente en las
T T3] €= 109
Concentraciones determinadas para los cationes analizados...... 110

Concentraciones obtenidas por flamometria y volumetria por

COMPIEJOS. .. e e e e e 11

Tabla que presenta las incertidumbres al 95 % de confianza,
asociadas a las buretas y pipetas mostrando el valor al 100, 50 y

10 % de capacidad de cada instrumento..............c.coceveiieineenn .. 128

Incertidumbres expandidas obtenidas mediante el método

gravimétrico para pipetas y matraces volumetricos.................... 129

indice de figuras

Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Diagrama de distribucién de especies H,COs/HCO3/COs* a 25

°CenfunciondelpH..........cooi i 9
Estructura del EDTA. ... e e 10
Composicion general de un cromatografo de iones.................. 13

Partes constitutivas de un flamoémetro (tomado del manual de

uso del equipo, Jenway, 2008).........cccvcviiiiiiiiiiiiee e 17

Diagrama de flujo que ilustra el proceso de validacién de un
sistema analitico, mostrando las etapas criticas (tomado de
Feinberg, 2007). ... oo e 23

Distribucién mundial de los sistemas hidrotermales submarinos

someros (<200 mbnm) (Tomado de Canet y Prol-Ledesma,

Facultad de Quimica XIII



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16

Figura 17.

Figura 18.

manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

llustracion de un sistema hidrotermal (modificado de German y
Von Damm, 2004) ..ot 30

Mapa del territorio de Baja California Sur, México, con la
localizacion aproximada de Bahia Concepciéon (Imagen tomada
de Google earth)..........cooiiiiiiii 32

Curva de titulaciéon de bicarbonato con acido clorhidrico....... 37

Aparatos utilizados para el desarrollo experimental de un

método de cuantificacion de bicarbonato por volumetria directa. 39

Comparacion entre salinidad y balance i6nica en un andlisis

anterior en la zona de MUESIICO. ..o i, 48

Equipo de cromatografia idnica en el laboratorio de

cromatografia del Edificio 8 del Instituto de Ingenieria............ 49
Equipo desionizador de agua potable.................c.coeiiin. 51

Muestreo realizado en descargas hidrotermales costeras de

Bahia Concepcion.........ccovvviiiiiiii i i e ea.. 60

Multipardmetro HACH modelo senslON1 durante el trabajo de

Flamémetro marca Jenway del laboratorio 3D de la Facultad de

QuUIMICA, UNAM. ... e e 63
Gréfica obtenida para el disefio experimental........................ 69
Gréficas de porcentaje de recobro contra la concentracion de 70

Facultad de Quimica XIV



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Figura 19. Graficas obtenidas para la linealidad del sistema de A)

volumetria directa y B) volumetria por retroceso para la

cuantificacion de bicarbonato................cooooi 74
Figura 20. Gréaficas de linealidad del método de cuantificacion de

bicarbonato.............cooiiiii e (T
Figura 21. Cromatogramas obtenidos para diferentes fases moviles

durante la fase 1 de desarrollo.............cococieviiiiiiiiii i, 82
Figura 22. Cromatogramas obtenidos para diferentes fases moviles

durante la fase 1 de desarrollo.............ccceeveiiiiiii i vciiiiieen... 83
Figura 23. Cromatogramas obtenidos para diferentes fases moviles

durante la fase 1 de desarrollo...........ccoovviiiiii i, 84
Figura 24. Cromatogramas obtenidos durante la segunda fase del

desarrollo........c.oov v e e, 8T
Figura 25. Cromatogramas obtenidos durante la segunda fase del

desarrollo. ..o i e 88
Figura 26. Cromatogramas obtenidos durante la fase tres del desarrollo

analitico, variando la concentracion de etanol en la fase movil... 92
Figura 27. Gréficas obtenidas para la linealidad del sistema de

cromatografia IoNnICa.............coiiiiiiiii 98
Figura 28. Graficas para la linealidad del método de cromarografia ionica 102
Figura 29. Linealidad del método para litio, potasio y magnesio............... 103
Figura 30. Mapas que representas las areas de muestreo de las

descargas hidrotermales costeras A), y muestras de agua

AUICE. . e e e 106
Facultad de Quimica XV



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Figura 31. Graficas de comparacidén de metodologias para la cuantificacion
(0 Lc o= 110 =1 112

Figura 32. Curva de calibracion experimental obtenida al titular una
disolucion de HCI aproximadamente 0,1 mol*L™, utilizando

carbonato de sodio como patron primario................c.cceeeeee... 131

Figura 33. Gréficas de A) la primera derivada y B) la segunda derivada
para HCI 0,1 Mol L™ ... . e, 132

Facultad de Quimica XVI



CAPITULO |

INTRODUCCION



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo I. Introduccién

El analisis quimico cuantitativo da lugar a la obtencién de datos quimicos de una
muestra problema, como son las concentraciones de algunos analitos de interés.
Para realizar un analisis cuantitativo confiable, se deben tomar en cuenta las
caracteristicas de la muestra, asi como la concentracion esperada para los
analitos. Esto permite el desarrollo de metodologias especificas, empleando
diferentes técnicas analiticas.

El desarrollo de metodologias para la cuantificacibn de especies quimicas
presentes, como por ejemplo especies ibnicas, requieren de equipo con la
sensibilidad adecuada para su deteccion, asi como la estandarizacion del mismo y
su validacion, lo que refleja la veracidad de los datos y la estabilidad del sistema.
Para la validacion de un sistema analitico, es necesario tomar en cuenta sus
caracteristicas, los fundamentos en los que se basa y las caracteristicas de la
muestra para el que fue desarrollado. Por ello, organizaciones
internacionales(Feinberg, 2007) han establecido una serie de lineamientos a
seguir para llevar a cabo el proceso de validacién, considerando aquellos casos
que, como el presente, sélo se realiza el andlisis en un laboratorio especifico.

Una de las aplicaciones de este tipo de andlisis, es la cuantificacion de especies
mayores de descargas hidrotermales en el area de la geoquimica.

Los trabajos realizados sobre el estudio de sistemas hidrotermales han tenido
varios matices, tales como: 1) fuentes alternas de energia (Lund et al., 2005),
2) depositacion de minerales en el fondo del mar tales como oOxidos, sulfuros y
metales preciosos (Pichler y Veizer, 1999; Herzig y Hannington, 2000; Prol-
Ledesma et al., 2002; Canet et al., 2005a, b), y 3) Estudio de comunidades
biol6gicas adaptadas a vivir en condiciones extremas de temperatura y oxigeno
(Tunnicliffe, 1992; Cardigos et al., 2005; Tarasov, et al., 2005). Todos estos
mecanismos anteriormente citados son controlados por la variabilidad quimica de

los fluidos. Por tal motivo es imprescindible conocer la composiciéon quimica de los
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Capitulo I. Introduccién
fluidos descargados que se descargan en estos sistemas hidrotermales (Germany
Von Damm, 2004).

La caracterizacion adecuada de las especies quimicas apoya al entendimiento de
procesos geoquimicos y geomicrobiologicos tan complejos como los que suceden
en los sistemas hidrotermales. Las descargas hidrotermales ocurren en zonas
submarinas e intermareales, como es el caso del presente estudio, tienen una
fuerte componente de agua de mar. La composicion quimica del agua de mar es
primordialmente iones sodio y cloruros (Libes, 2009) en mayor proporcion que los
otros cationes principales en el agua de mar (calcio, magnesio, potasio). Por lo
que las interferencias de sodio son muy grandes e imposibilita una determinacién

precisa de los otros cationes.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo y validacion de metodologias
adecuadas para el analisis de los iones: Bicarbonato, Litio, Sodio, Potasio,
Magnesio y Calcio, de los sistemas hidrotermales de Bahia Concepcion, Baja

California Sur, tomando como base las siguientes técnicas:

- Cromatografia i6nica para la determinacién de cationes (calcio, litio,
potasio, magnesio y sodio), modificando la metodologia ya existente para
mejorar la cuantificacion con la mejor exactitud y precision posibles. Para
ello, se modifican aquellos factores que influyen en la técnica, eligiendo las
mejores condiciones.

- Volumetria para la determinacion de bicarbonato en campo, tratando de
minimizar el volumen de la muestra a analizar y la cantidad de reactivo

utilizado, mediante una titulacion directa y titulacion por retroceso.

Para lograr esto, se toman en cuenta las caracteristicas de la muestra, las
ventajas y desventajas de los métodos elegidos, estableciendo las metodologias
desde la toma de muestra, adecuacion, calibracion para el caso de cromatografia

ionica y la validacion de cada sistema.
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Capitulo I. Introduccién
Para hacer una mejor verificacion en el caso de la cromatografia idnica, se utilizan
técnicas alternativas para respaldar los estandares empleados para la calibracion,
asi como la cuantificacion de los cationes en las muestras. Para este fin se
emplean las técnicas de volumetria por complejos para la cuantificacion de calcio
y magnesio, asi como la flamometria o fotometria de flama para litio, sodio,

potasio y calcio.
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Capitulo Il. Marco tedrico
En el presente capitulo se presenta una revision breve de los fundamentos
quimicos de las metodologias utilizadas (volumetria acido-base, cromatografia
ionica y fotometria). En la parte de volumetria se anexa una explicacion del
sistema de carbonato/bicarbonato/acido carboénico, especies analizadas en el
sistema de estudio. Se presenta una descripcion detallada de lo que es desarrollo
experimental, proceso estadistico empleado para evaluar los pardmetros
importantes en el establecimiento de la metodologia de la determinacion de
carbonato/bicarbonato en campo. Asimismo, se anexa una explicacidon general
sobre la validacion y conceptos relacionados con el tema, la cual consta de
herramientas estadisticas que servirdn para sustentar los resultados de los
analisis quimicos de las muestras. Finalmente se describe brevemente lo que es
un sistema hidrotermal para entender las caracteristicas de las muestras

analizadas.

2.1 Fundamentos de las técnicas.

2.1.1 Volumetria: &cido — base y complejos

Un analisis volumétrico “es un proceso por medio del cual se realiza la
determinacion cuantitativa de una especie en disolucion, mediante la adicidn
sucesiva de cantidades conocidas de titulante, capaces de intervenir juntos en una
reaccion completa, definida y rapida” (Villanueva G., 2006). Al hablar de analisis
volumétrico, implica entender el concepto de punto de equivalencia y punto final
de una titulacién. El punto de equivalencia hace referencia a una reaccion
completa entre el titulante y el analito (Harris, 2007), mientras que el punto final se
presenta cuando existe un ligero exceso del titulante y se presenta un cambio en
las propiedades fisicoquimicas de la disolucion (cambio de pH, conductividad o
color). Regularmente, se utiliza un indicador para la deteccion del punto final

(Vogel, 1978). La diferencia entre el punto de equivalencia y el punto final se
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conoce como error de titulacion y puede corregirse mediante el empleo de un
blanco (Harris, 2007).

El éxito de una titulacion depende de varios factores, entre ellos el conocimiento
de la concentracidn del agente titulante con la mayor exactitud y precision posible.
El titulante puede prepararse mediante dos procesos: mediante pesada directa del
compuesto seco, o por una medicion aproximada (Villanueva G, 2006). En el
segundo caso, es necesario llevar a cabo una normalizacién mediante el empleo
de un patrén primario, que presenta estabilidad a las condiciones de trabajo, asi
como una alta pureza (Harris, 2007). De esta manera, puede establecerse su

concentracion con su incertidumbre asociada (Anexo 7.4).

Existen varios tipos de valoraciones: de neutralizacion (acido - base),
complejométricas, de precipitacion y de oOxido reduccion. A continuacion se

explicaran los dos tipos de valoraciones empleadas en este trabajo.

Reacciones de neutralizacién (titulaciones acido — base)

Una titulacion basada en reacciones de neutralizacion, busca el volumen de acido
(o base) necesario para neutralizar al analito basico o acido, como se muestra en
la siguiente ecuacion:

H*+OH —H,0

Cuando los acidos y bases implicados en la valoracion son electrolitos fuertes,
entonces la titulacibn da como resultado un pH neutro a la equivalencia; pero
cuando se trata de electrdlitos débiles, la disolucién resultante tendra un pH basico
o acido (Harris, 2007). Esto puede establecerse tedricamente mediante las
constantes de disolucion o de hidrdlisis, lo que da lugar a un pH a la equivalencia.
La determinacion tedrica de este pH puede dar lugar a la eleccidén correcta del

indicador acido base para una titulacion especifica (Harris, 2007). El punto final de
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una titulacion acido — base, puede detectarse con indicadores coloridos, que son
acidos o bases débiles organicos, cuyas distintas formas cambian de color
dependiendo del pH (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos indicadores acido - base. El intervalo de pH indicado es aquél en el que el

compuesto sufre un cambio de coloracidn dependiendo de su estado.

Indicador pH de vire Color a pH acido Color a pH basico

Anaranjado de metilo 3,1-4,4 Rojo Amarillo
Rojo congo 3,0-50 Azul Rojo

Rojo de metilo 4,2-6,2 Rojo Amarillo
Verde de bromocresol 3,8-54 Amarillo Azul
Rojo de fenol 6,8-8,0 Amarillo Rojo
Fenolftaleina 8,0-9,6 Incoloro Rosa
Azul de timol 8,0-9,6 Amarillo Azul
Timolftaleina 8,3-10,5 Incoloro Azul

Ademas del uso de indicadores, el punto de equivalencia puede buscarse
mediante el empleo de medidores de pH, el cual sufre un cambio subito cuando
pasa a través del punto de equivalencia. EI cambio de pH depende de las
caracteristicas de los acidos y bases involucrados, como es su fuerza relativa,

ademas de las constantes de ionizacion (acidos monoproticos o poliproticos).
Sistema H,CO3/HCO3/COz*

Los carbonatos son especies quimicas importantes para caracterizar un sistema
hidrotermal, por lo cual se explicara brevemente la determinacion de estas
especies quimicas. El sistema H,CO3/HCO3s/COs* presenta tres especies y dos
constantes de acidez: el H,CO3 se comporta como un &cido débil, el COs* como
una base débil, mientras que el HCOj3 tiene la propiedad de ser un anfolito, es

decir, puede comportarse como un acido o una base.
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En el caso de la titulacion volumétrica para el ion bicarbonato, se lleva a cabo una
reaccion de tipo &cido base entre una base débil y un &cido fuerte. El
comportamiento de la curva de titulacién va a depender de la fuerza del 4cido y de
las bases involucradas (Harris, 2007). Existen cuatro regiones diferentes que se

muestran en el diagrama de distribucion de especies (Fig. 1).

14

0.3 H:CO- al 99,9%
0.8
0.7
0.6 -

0.5 1 H;COs

0.4 1

fraccion molar

0.3 1

0.2 1

0.1 1

B B 10
pka 6.3 pka 10,3
pH

Figura 1. Diagrama de distribucién de especies H.COs/HCO3/COs* a 25 °C en funcién del pH. Para trazar el
diagrama se tomaron en cuenta las fracciones molares a lo largo del rango de pH; notese que para las
especies de carbonato se presentan dos pka diferentes: el primero (6,3), corresponde a una igualdad de
concentraciones entre las especies HCO3;/H,COs, mientras que para el segundo (10,3) la igualdad de

concentracion se da entre CO3*/HCO5".

A partir de dicho diagrama, y mediante la determinacion del pH presente en la
muestra a analizar, pueden conocerse tedricamente las concentraciones de dichas
especies. Esto es importante para determinar el equilibrio que predomina para la
elaboracion de la metodologia especifica a emplear sobre las muestras, ya que de
eso depende el tipo y la concentracion del titulante y el indicador, asi como la

cantidad de muestra a emplear durante el analisis.
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Titulacion complejométrica: EDTA.

Una reaccion complejométrica con un ion involucra el desplazamiento de una o
mas moléculas de disolvente coordinadas por otros agentes nucleofilicos (Harris,
2007). La estabilidad de dichos complejos depende de la habilidad para formar
complejos del i6n metalico, asi como las caracteristicas fisico — quimicas del
ligando (Vogel, 1978).

ion ligando —>ML
El EDTA, o éacido etilendiaminotetraacético (Fig.2), es un compuesto capaz de
producir complejos en proporcion uno a uno con la mayoria de los iones metélicos
(Vogel, 1978). Como su nombre lo indica, el EDTA presenta propiedades acido
base, comportdndose como un sistema hexaprético, en el cual seis de sus atomos
se presentan como donadores. La sal disddica, denotada como NayH,Y, da lugar a
la especie soluble H,Y?, la cual es la responsable de dar complejos en proporcién
1:1 en disolucion (Harris, 2007).
HOOC-CH,; CH—COOH
:N*(‘H2 (‘H?N: _

HOOC-CH3 CH;-COOH
Figura 2. Estructura del EDTA.

El EDTA presenta diferentes constantes de estabilidad en cuanto a complejos con
diferentes iones metalicos (Harris, 2007), lo que es de utilidad al momento de
realizar la cuantificacibn de un i6n en presencia de otro. A su vez, dichas
constantes de ven modificadas por la variacion del pH de la disolucion debido a las
caracteristicas acido — base del ligando, la presencia de otro agente quelante y las

constantes de solubilidad de los iones metalicos (Harris, 2007).
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Las titulaciones con EDTA pueden realizarse de modos diferentes (Harris, 2007):

- Titulacion directa: la disolucion es ajustada a un pH Optimo, para luego
agregar EDTA como agente titulante.

- Titulacion indirecta: es aquella en la que el agente quelante es agregado en
exceso, después se ajusta el pH y se titula el exceso con otro i6n metalico
(en el caso de EDTA se utiliza generalmente una disolucién de zinc).

- Por reemplazo o substitucion: ésta se aplica cuando el ion reacciona
insatisfactoriamente con el ligando. En tal caso un complejo metalico es
reemplazado por uno mas estable.

- Alcalinométrica: en este caso los iones hidronio liberados por la formacion
de complejos metalicos pueden ser valorados con soluciones alcalinas
(Harris, 2007).

Las titulaciones complejométricas se cuantifican mediante la deteccidén del punto
final por indicadores i6bn metdlicos, los cuales pueden reaccionar de manera
selectiva y, al igual que los empleados para titulaciones acido — base, deben

presentar una buena estabilidad y un cambio de color apreciable.

2.1.2 Cromatografia idnica

La cromatografia es un “proceso fisico- quimico de separacién” (Rouessac, 2003),
que permite la determinacion y cuantificacion analitos presentes en una muestra.
El sistema cuenta con dos fases: una fase movil, la cual arrastra a la muestra a
través de una fase estacionaria, en donde se lleva a cabo la separacién de los
analitos. La composicion de ambas fases depende de las caracteristicas de los
analitos que se desean separar asi como la concentracion esperada. La
naturaleza tanto de las fases como de los analitos y su interaccién determinan el

tiempo de retencion en la fase estacionaria. La cromatografia puede clasificarse
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dependiendo de las caracteristicas de la fase movil y la estacionaria, dando lugar
a una gran variedad de tipos y aplicaciones(Rouessac, 2003).

La cromatografia i6nica es una variante de la cromatografia de liquidos de alta
resolucién, en donde los analitos i6nicos son separados por sitios aniénicos o
catidnicos de la fase sélida(Fritz, 2009), lo que permite la cuantificacién simultanea
de aniones o cationes. La retencion se basa en la afinidad de los analitos iGnicos
por los sitios de intercambio de baja capacidad de la columna y puede ser alterado
por el pH y la fuerza i6nica de la fase movil. Por ejemplo, cuando se utiliza un pH
acido para la cuantificacion de cationes, la deteccion se realiza de forma indirecta,
ya que la conductividad total decrece cuando el analito pasa por el detector
(Rouessac, 2003). Se conocen dos diferentes tipos de cromatografia iénica: la que

maneja un sistema supresor, y la que no lo utiliza (Papadoyannis, 2005).

De forma similar a la cromatografia de liquidos, la cromatografia idnica sin
supresion se compone de: un sistema de inyeccion de muestra, desde el cual ésta
es arrastrada por la fase moévil a través del cromatégrafo; un sistema de bombeo,
que regula la presion y el flujo de la fase mavil, lo cual puede considerarse como
un factor mecanico de separacion de analitos; un horno para la columna (fase
estacionaria), en donde la misma se encuentra conectada al sistema para que
fluya la fase movil y se controla la temperatura y, por ultimo, un sistema detector,

que puede basarse en la conductividad (Fig. 3).
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Figura 3. Composicion general de un cromatégrafo de iones. La fase estacionaria es un intercambiador i6nico
de baja capacidad, y su carga depende del andlisis (cationes o aniones). Tomado y traducido del Fritz, 2009.
La fase movil se mueve a través del sistema pasando por una bomba que regula la presion y la velocidad;
pasa por la valvula de inyeccién y arrastra la muestra hacia la fase estacionaria, donde se lleva a cabo un
intercambio i6nico débil para retener a los iones. Posteriormente avanza hacia la celda y sale del sistema; el

detector de conductividad obtiene una sefial que pasa finalmente al registrador.

El detector de conductividad se utiliza para la cuantificacién de especies ionizadas,
tanto inorganicas como organicas. Se emplean acompafiados de columnas de

intercambio iénico de baja capacidad.

Los métodos cromatograficos, incluyendo la cromatografia idnica, son definidos
por una serie de parametros que establecen el grado de adecuacion del sistema
para la cuantificacion de analitos. Algunos de ellos son:

- Numero de platos teoricos: éste pardmetro es auxiliar para estimar la
eficacia de una columna. Este depende del soluto elegido y de las
condiciones de operacién (Rouessac, 2003) y se calcula como sigue:
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t2
N=16 % [1]

tr = tiempo de retencién

w= anchura de la base del pico

- Altura del plato: la altura equivalente a un plato teérico (H), se calcula para
compuestos de referencia y permite comparar las eficiencias de diferentes

columnas (Rouessac, 2003):
H=— [2]

L= longitud de la columna

N= nimero de platos teéricos

- Tiempo de retencion: representa el tiempo (tgr) que transcurre desde el
momento de la inyeccion hasta que el pico en el cromatograma alcanza su

punto maximo (Rouessac, 2003).

- Tiempo muerto: tiempo que tarda un analito no retenido por la fase movil en
llegar al detector y emitir una sefial (tv). En el caso de cromatografia ionica,

pueden tratarse de los iones de la fase movil (Rouessac, 2003).

- Factor de retencion o factor de capacidad (k): cuando el analito se pone en
contacto con la fase estacionaria, una parte queda en la fase movil y otra se
adhiere a la fase estacionaria; estas cantidades permanecen constantes y

su coeficiente puede calcularse experimentalmente por:
k=-2-" [3]

ty = tiempo muerto

tr = tiempo de retencién
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Este parametro es uno de los mas importantes para definir el
comportamiento de una columna, ya que define su capacidad de retencion

de la columna por el analito (Rouessac, 2003).

- Factor de separacion o selectividad entre dos analitos (a): precisa las
posiciones relativas entre dos compuestos, brindando una vision acerca del

empalme entre los picos cromatograficos (Harris, 2007):
o= [4]

k; ko = factor de capacidad

- Factor de resoluciéon entre dos picos (R): este factor define si una
separacion entre dos picos es mas o menos buena (Harris, 2007):
tp, —t
RZZ R2 R1 [5]
W, +W,

tr2, tr1 = Tiempo de retencién

Wi, W, = ancho de la base del pico

Cuando se desarrolla un método analitico, los parametros mas importantes a
considerar son la resolucion y el tiempo de elucion (Rouessac, 2003), ya que un
método bien elaborado debe permitir una buena cuantificacion de los analitos en

un periodo minimo de tiempo.

La cuantificacion de un analito en cromatografia puede realizarse de varias
formas. En el método de estandar externo, el equipo se calibra con anterioridad
obteniendo una relacidon entre la concentracion del analito y la respuesta del
equipo. ElI método por adiciéon estandar, implica la adicion de concentraciones
conocidas del analito a la muestra para obtener la concentracion del analito de la
muestra por diferencia (Harris, 2007). La eleccion del método dependera tanto de
las concentraciones del analito en la muestra, del tipo de matriz, asi como de la

comodidad del mismo.
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Para la calibracion del equipo, es necesario establecer una curva concentracion
respuesta utilizando como un minimo cinco niveles diferentes de concentracion
dentro del intervalo deseado. Cuando un equipo es calibrado con anticipacion, un
programa especifico para el equipo puede guardar la informacién acerca de las
curvas de calibracion para que sean empleadas en determinaciones posteriores.
La relacién entre las concentraciones y las respuestas del equipo generalmente

son de tipo lineal (Harris, 2007), y la ecuacion que la describe es del tipo:

y=mx+Db [6]

y = respuesta analitica
m = pendiente
b = ordenada al origen

X = concentracion

A partir de dicha relacién, es posible la cuantificacion de una muestra problema,
siempre y cuando se encuentre dentro del intervalo determinado, en donde la
relacion entre la concentracion y la respuesta esta verificada, ya que si el valor
sale del intervalo, no hay forma de conocer si la relacion sigue siendo lineal y
conserva la pendiente (Harris, 2007)

2.1.3 Fotometria

La espectroscopia de emision de flama, o fotometria de flama, se basa en la
excitacion de un atomo en estado libre hacia un nivel mayor de energia mediante
el aumento de la temperatura, la cual es emitida como radiacion cuando el atomo
regresa a su estado basal. Los estados de energia potencial se encuentran
definidos de forma especifica para cada atomo y dependen de su configuraciéon
electronica (Jenway, 2008). Dichas emisiones se encuentran en un intervalo

reducido de longitud de onda.
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Cuando un atomo metalico es puesto en contacto con una flama, ocurren los
siguientes pasos (Vogel, 1978):
1. Evaporacion del solvente.
2. Vaporizacion del sélido con la consecuente disociacion de sus atomos en
estado basal.
3. Algunos atomos se excitan por la energia térmica de la flama a mayores

niveles de energia, la cual pueden emitir radiacion electromagnética.

La fotometria de flama se emplea para aquellos casos en los que la longitud de
onda de emisidn se asocia a niveles mayores de energia, que es emitida a una

longitud de onda especifica.

Un fotémetro de flama simple, como el equipo PFP7 de la marca Jenway utilizado
en el presente trabajo se compone de las siguientes partes principales (Jenway,
2008, Fig. 4):

- Un quemador, en donde la flama puede permanecer a una temperatura y forma
constantes,

- una camara de nebulizacion y mezcla,

- filtros de un solo color para evitar interferencias, y

- un fotodetector.

Flama Filtro Fotodetector

::‘_( ‘E){} sala e
e =

Lentes Amplificador

Entradade  camara de
gas \ mezcla

Quemador —__ T

Nebulizador

Desague/

Desechos ==

Entrada de aire

Tubo “U”

Figura 4. Partes constitutivas de un flamémetro (tomado del manual de uso del equipo, Jenway, 2008).
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En cuanto a la cuantificacion de los elementos, los equipos utilizados estan
disefiados para manejar concentraciones a cuya intensidad de emisién presenta
una respuesta proporcional. La técnica de fotometria de flama presenta dos
principales ventajas para la cuantificacion de metales alcalinos y alcalinotérreos
(Jenway, 2008); sus atomos son excitados a una temperatura relativamente baja y
sus longitudes de onda de emision pueden ser facilmente aisladas (Tabla 2).

Tabla 2. Longitud de onda a la que emiten los metales alcalinos y alcalinotérreos. En el caso del
calcio, se mide la longitud de onda considerando la banda de emision del hidréxido de calcio, ya
que la emision atdmica del calcio ocurre a los 423 nm (tabla tomada del manual de uso del PFP7,
2008).

Elemento Onda de emision (nm) Color de flama
Sodio (Na) 589 Amarillo
Potasio (K) 766 Violeta
Bario (Ba) 554 Verde lima
Calcio (Ca) 622 Naranja
Litio (Li) 670 Rojo

Dentro de un intervalo de concentracion, el nimero de atomos excitados es
proporcional a la intensidad de la emision. Por tanto, este método puede
emplearse alternativamente para la cuantificacién de algunos iones, brindando un

respaldo hacia los métodos aqui establecidos.

2.2 Desarrollo analitico

2.2.1 Introduccién

Un método analitico es la descripcion de los pasos a seguir para llevar a cabo el

analisis de una muestra en especifico, e incluye tanto los materiales, el equipo y

los pardmetros a emplear durante el mismo (Navidi, 2006). De acuerdo a las
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caracteristicas de la muestra a analizar, asi como la concentracion esperada de
los analitos, debe escogerse el instrumento mas adecuado para realizar la
medicion. Un método debe de asegurar un analisis confiable para la muestra,
ademas de mostrar especificidad para el analito, evitando las interferencias que

puedan llegar a presentarse.

El desarrollo de un método analitico puede involucrar la adaptacion de un método
existente a una nueva aplicacion (CENAM, 2005); a su vez, puede establecerse a
través de procesos de ensayo y error basados en el conocimiento del analista
tanto de la matriz como del sistema analitico (Rodriguez, 2009). Una de las
herramientas empleadas para el desarrollo de métodos, es el establecimiento de
un modelo estadistico que tome en cuenta aquellas variables que se consideren
criticas para la obtencion del resultado, permitiendo el establecimiento de las

condiciones de una manera mas rapida y sencilla.

Tanto el numero como el tipo de variables dependeran del método analitico a
emplear, ademés de que deben tomarse a consideracién las condiciones de
trabajo rutinario en el laboratorio (aquellas que no pueden llegar a modificarse),
asi como la capacidad de combinar dichas variables de manera sencilla.
Dependiendo del numero de variables tomadas, se elige el disefio factorial, que
aporta una ecuacion para la descripcibn del comportamiento del sistema
considerando Unicamente las variables establecidas. El disefio factorial no toma
en cuenta variables no controlables, lo que puede llegar a traducirse en errores

aleatorios.

2.2.2 Disefio experimental de 3 factores.

Un experimento factorial es aquél que presenta un disefio y da lugar a condiciones

adecuadas para la metodologia, considerando la respuesta deseada.
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El experimento puede constar de tantos factores como sean necesarios. Para el
caso del presente trabajo se empledé un disefio de 3 factores, utilizando dos
niveles, uno bajo y uno alto, descrito como 2° (Navidi, 2006). De acuerdo a dichos
niveles, se establecen diferentes experimentos tomando en cuenta los tres
factores (A, B, C), asi como la interaccion entre ellos, estableciendo el nivel alto
como positivo (+1) y el nivel bajo como negativo (-1), y se puede presentar una

tabla como la siguiente:

Tabla 3. Representacion de los experimentos realizados en un disefio 2°. Obsérvese que una vez
establecidos los niveles de los factores A, B, C, como altos (+) o bajos (-), se obtienen los niveles

de las interacciones de los mismos para cada caso.

A B C AB AC BC ABC
1 + + + + + + +
2 - + + - - + -
3 + - + - + - -
4 - - + + - - +
5 + + - + - - -
6 - + - - + - +
7 + - - - - + +
8 - - - + + + -

En cada uno de los experimentos es posible describir el grado de relevancia de
cada factor, asi como sus interacciones mediante un analisis de varianza. Al
obtener una respuesta especifica para cada experimento, puede obtenerse una
ecuacion la cual describe el comportamiento general de dichos factores sobre el

sistema investigado (Rodriguez, 2006).

Una vez obtenida la ecuacion correspondiente (Apéndice 7.3), es posible
manipular los valores de los factores para obtener la respuesta deseada. Por

ejemplo, el factor A puede establecerse en su valor minimo mientras que el factor
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B puede fijarse en su valor maximo; al sustituir estos valores en la ecuacion

obtenida, puede tenerse una idea aproximada del valor para la respuesta.

La ventaja de este tipo de desarrollo, es que las variables se manejan en una
relacion matematica, lo que reduce las pruebas de ensayo y error, en donde cada
ensayo arroja un resultado independiente. El establecimiento de los intervalos de
trabajo dependera de la complejidad del sistema analitico, el cual incluye al

método y las caracteristicas particulares de la muestra.

2.3 Validacion

2.3.1 Importancia de la validacion de sistemas analiticos.

Cuando se hace referencia a la validaciéon de un método analitico, el objetivo a
cumplir es obtener resultados confiables; es decir, que se puede tener la certeza
que el resultado se encuentra proximo al valor real y por tanto, en el caso
particular de este estudio, llevar a conclusiones certeras en cuanto al estudio de
una muestra especifica. De acuerdo a la IUPAC (Garcia et al., 2002), no sélo se
realiza la validacion de un método, si no de un sistema analitico, ya que se evalla
el intervalo de estudio (concentraciones) y el tipo de material a evaluar, ademas
del protocolo de la metodologia. Estas caracteristicas se miden mediante la
determinacion de varios parametros establecidos para la validacion del sistema

especifico, ademas de que presentan un rango especifico de aceptacion.

Antes de hablar de la validacion de un sistema, es importante establecer las

diferencias que existen entre una calibracion y una validacion:

- Calibracion: procedimiento durante el cual se establecen las relaciones
entre la respuesta analitica del método o sistema y la concentracion del
analito (Harris, 2007).
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- Validacién: procedimiento por el cual se establece el ajuste de un método o
sistema para un analisis especifico de acuerdo a parametros establecidos

anteriormente (Garcia, et al., 2002).

La validacion del sistema debe realizarse de manera constante, y cada que el
sistema presente un cambio en las condiciones, ya sea por mantenimiento de los
equipos, cambio de instrumentos, asi como el cambio de lotes para los materiales
control 0 una nueva calibracion. Para tener un seguimiento en la validez de los
resultados es importante llevar a cabo un control de calidad mediante el empleo de
materiales con concentraciones conocidas con cada analisis realizado (material

control).

Cuando los resultados del material control no correspondan a lo esperado debe
realizarse una nueva evaluacion del sistema. Por tanto, debe seguirse un
protocolo especifico que indique las condiciones del sistema, asi como el
tratamiento de las muestras previo al andlisis y el coeficiente de variacion

aceptados.

El control del método mediante un protocolo asi como la validacién del sistema
permite que el método sea empleado por cualquier analista capacitado, ademas
de que puede ser reproducido por otro laboratorio que desee llevar a cabo un
andlisis similar al presentado aqui, tomando en cuenta que los errores
sistematicos pueden diferir por el tipo de equipo empleado, y que los aleatorios
dependen tanto de las condiciones normales y no controlables de trabajo (Fritz,
2009).

La validacién de un sistema analitico se compone de varios pasos consecutivos
que llevan a la cuantificacion adecuada de los analitos en las muestras. Dichos
pasos se definen como un ciclo de vida del método de acuerdo a la ISO 17025 y

gue fue plasmado por Feinberg (2007). En la Fig. 5 se observa el esquema
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establecido por el autor, sefialando las diferentes etapas de la validacion de un
sistema. Por tanto, debe considerarse a la validacion como un proceso dinamico

que debe realizarse de manera continua dentro de un laboratorio de analisis.

Figura 5. Diagrama de flujo que ilustra el proceso de validacion de un sistema analitico, mostrando las etapas

criticas (tomado de Feinberg, 2007).

A su vez, un laboratorio debe tomar en cuenta que cada sistema en especifico
cuenta con diferentes parametros y diferentes pruebas para validarlo. La Guia de
validacion (Garcia, et al., 2002), presenta dos tipos de sistemas basados en la
naturaleza de la respuesta analitica:

- Métodos fisicoquimicos.

- Métodos bioldgicos.

Los sistemas empleados aqui incluyen métodos fisico — quimicos, ademas,
implican la cuantificacion el analito. En la bibliografia consultada, la validacién
hace referencia a la industria farmacéutica, cuyos parametros de validacion deben

ser mas estrictos debido a las caracteristicas de la muestra. A pesar de que en el
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presente trabajo los sistemas estén destinados al andlisis de muestras
ambientales, se utilizan los criterios de aceptacion de la Guia de validacién
(Garcia, et al., 2002).

2.3.2 Definicién de pardmetros.

De manera general, pueden establecerse los siguientes parametros a analizar
durante la validacion. Para comprender algunos de ellos, la matriz se refiere a la
disolucién en la cual se cuantifica el analito; en el caso de muestras de agua
ambientales, es importante tomar su efecto, debido a que en ella se encuentran
disueltos varios componentes que pueden intervenir en la cuantificacion del analito

de interés.

a) Linealidad:
La linealidad mide el grado en que la respuesta analitica a una concentracion dada
del analito se ajusta a una funcion lineal. Es decir, la linealidad asegura una
proporcionalidad entre la respuesta del sistema y la concentracién del analito de
interés (CENAM, 2005). La linealidad puede evaluarse tanto para el sistema como
para el método (Garcia, et al., 2002).

- Linealidad del sistema.
La linealidad del sistema se mide a través de estandares de concentracion
conocida, evaluadas dentro de un rango que incluya las concentraciones del
analito esperadas en las muestras. En este caso, la linealidad evalia la
concordancia de la concentracion con la respuesta analitica, sin tomar en cuenta
la matriz de la muestra.

- Linealidad del método.
La linealidad del método se evalia midiendo el grado de concordancia de la
respuesta cuando se encuentra presente la matriz. Para el caso de aquellas
muestras en donde la matriz sea compleja, se afiaden concentraciones conocidas

del analito a una muestra homogénea y se obtiene una funcién matematica que
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describa adecuadamente el comportamiento del sistema. Una vez obtenidas las
respuestas, se analiza tanto la linealidad como la cantidad de analito recuperada.

b) Especificidad:

La especificidad de un sistema analitico se refiere a su capacidad para obtener
una respuesta debida Unicamente al analito de importancia. Este parametro da la
certeza de que ningan otro componente en la matriz es capaz de dar una
respuesta con el método analitico empleado. Puede evaluarse afadiendo a la
matriz una cantidad determinada del compuesto que pueda presentar alguna
interferencia (respuesta) y determinar si su presencia afecta la cuantificacion del

analito de interés.

c) Precision:

La precision define la concordancia entre los valores obtenidos mediante
diferentes ensayos. Esto se da mediante la determinacion de la reproducibilidad y
la repetibilidad (Merchand, 2008).

- Reproducibilidad: define la relacion entre los resultados obtenidos
independientemente por distintos laboratorios o analistas. Tiene la caracteristica
de que, cuando se introducen variables que modifiquen las condiciones del
analisis, se introduce un error aleatorio diferente que asegura la validez del
sistema al corroborar que el resultado no es debido al error impuesto en las
mismas condiciones.

- Repetibilidad: este parametro describe el grado de correspondencia entre los
valores obtenidos en un mismo laboratorio con un mismo analista, utilizando el
mismo método y equipo y con intervalos cortos entre cada medicion.

La reproducibilidad se evalla a través de la precision intermedia, cuya finalidad es
determinar la concordancia entre los valores obtenidos bajo las mismas

condiciones por diferentes analistas.
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d) Limite de deteccidn.
El limite de deteccién hace referencia a la cantidad minima del analito que es
“significativamente” distinto del blanco (Garcia et al., 2002). Sin embargo, el limite
de deteccidén no hace referencia a la concentracion que se puede cuantificar. Se
dice que para que la cantidad presente una diferencia con el blanco, debe ser tres
veces mayor a aquella sefial obtenida mediante un blanco (Garcia, et al., 2002).

e) Limite de cuantificacion.

Al contrario del limite de deteccion, el limite de cuantificacion hace referencia a
aquella cantidad del analito que puede ser cuantificable con respecto al blanco,
siendo “suficientemente mas intensa para medirse con exactitud” (Garcia et al.,
2002). A su vez, se define a una sefal diez veces mayor a aquella obtenida en el

blanco.

Tanto el limite de deteccién como el de cuantificacion se pueden obtener mediante
la desviacién de la curva de calibracion, pero es importante llevar a cabo la
comprobacion de este limite midiendola sefal de ruido dada por la inyeccion de

varios blancos consecutivos.

f) Exactitud.
La exactitud es el grado de concordancia entre el valor medido experimentalmente
y el valor real (CENAM, 2005). De acuerdo a Harris(2007), se puede demostrar de
diferentes maneras:
1. Mediante un estandar de referencia, el cual presente una matriz semejante
a la encontrada en las muestras. Asi, el método debera definir la
concentracion certificada del estandar dentro de los limites de incertidumbre
del mismo.
2. Comparar meétodos analiticos diferentes coincidiendo con una precision
dada.
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3. Analizar una muestra de blanco que contenga una cantidad conocida del
analito dentro de la misma matriz de las muestras.

4. Por adicion estandar de la muestra, obteniendo el porcentaje de recobro del

analito.

g) Robustez.

La robustez de un método mide su capacidad del sistema para mantener
pequefias variaciones entre las lecturas realizadas deliberadamente para evaluar
la confiabilidad en el uso de la metodologia de forma rutinaria (Harris, 2007). Estas
condiciones deben de ser aquellas que se consideren como criticas para el
analisis, como por ejemplo temperatura o volumen de inyeccion para
cromatografia. A su vez, Feinberg (2007), menciona que durante el desarrollo del
sistema se mide su grado de robustez, ya que durante éste se prueban los
factores que presentan una posible influencia en el desempefio del método.

2.4 Caracteristicas de las descargas calientes de Bahia Concepcion, Baja
California Sur.

La culminacion del estudio de los sistemas hidrotermales comenzo en 1979
cuando se descubrieron descargas de agua caliente en el fondo del mar a una
temperatura de hasta 400°C. Estos sistemas hidrotermales se localizan en la
Dorsal Rivera, segmento del sistema de dorsales del Pacifico Oriental (EPR, por
sus siglas en inglés), frente a las costas de Nayarit a una profundidad de 2500 m
(Speiss et al., 1989). En estos sistemas habian depdsitos de sulfuros polimétalicos
(ricos en Fe, Zn y Cu) y estaban colonizados por comunidades bioldgicas sujetos a

procesos quimiosintéticos.

Ademas de estas descargas hidrotermales de gran temperatura y profundidad,

estan las descargas hidrotermales someras. Se define una manifestacion somera
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como aquella emplazada a 200 m o menos de profundidad (Prol-Ledesma et al.,
2005).

En México se hallan manifestaciones hidrotermales someras relacionadas con
procesos de la tectonica extensional causante de la apertura del Golfo de
California en (Fig. 6): Punta Banda (Vidal y Vidal, 1981) y Bahia Concepcion (Prol-
Ledesma et al., 2004) en la peninsula de Baja California, y en Punta Mita en el

estado de Nayarit (Prol-Ledesma et al., 2002).

| & or ] _ e ]
Figura 6. Distribucion mundial de los sistemas hidrotermales submarinos someros (<200 mbnm) (Tomado de

Canet y Prol-Ledesma, 2006). (1) Kolbeinsey, Islandia, (2) Las Azores, Portugal, (3) Cabos Palinuro y
Messino, mar Tirreno, Italia, (4) Isla Vulcano, islas Eolias, Italia, (5) Islas Santorini y Milos, mar Egeo, Grecia,
(6) White Point, California, EUA, (7) Punta Banda, Baja California, (8) Bahia Concepcién, Baja California Sur,
(9) Punta Mita, Nayarit, (10) Isla Dominica, (11) Rada de Kraternaya, (12) Isla Kunashir, islas Kuriles, Rusia,
(13) Bahia de Kagoshima, (14) Islas Tokora e Iwo, (15) Isla Nishino, Japon, (16) Isla Kueishantao, Taiwan,
(17) Volcan Esmeralda Bank, Islas Marianas, (18) Puerto de Matupi e islas de Ambitle y Lihir, Papua Nueva
Guinea, (19) Bahia Plenty, Nueva Zelanda.
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El fluido descargado en las manifestaciones hidrotermales submarinas someras es
de tipo gasohidrotermal (Tarasov et al., 2005), porque estd compuesto de agua y
gas. Generalmente la fase gaseosa esta constituida en su mayor parte de dioxido
de carbono (CO,) y nitrégeno (N3), aungque algunas veces se encuentra en menor

proporcion metano (CH,) y acido sulfhidrico (H,S) (Tabla 4).

Tabla 4. Descripcién de algunas manifestaciones hidrotermales submarinas someras localizadas

en mares mexicanos.

Localidad Profundidad Temperatura Descripcion del fluido hidrotermal
(m) de descarga
CC)
Punta Banda, México 40 105 Los gases estan compuestos de igual
(Vidal y Vidal, 1981) proporcion de N, y CH, El fluido

hidrotermal es rico en SiO,, HCO3, Ca,
K, Li, B, Ba, Rb, Fe, Mn, As y Zn.

Bahia Concepcion, 5-15 85 El agua termal esta enriquecido en Ca,
Baja California Sur, Mn, Si, Ba, B, As, Hg, |, Fe, Li, HCOz y
México (Prol-Ledesma Sr.

et al., 2004) La fase gaseosa esta enriquecida en

CO, y N, con trazas de CH,

Punta Mita, Nayarit, 10 85 Los gases presentes en mayor
(Prol-Ledesma et al., proporcién son: N, y CH,. El fluido esta
2002) enriquecido en Ca, |, Mn, Cs, Ba y Si.

Un sistema hidrotermal (Fig. 7) representa la circulacion de alguna recarga local
(agua metedrica o0 agua de mar), la cual esta sujeta a un gradiente geotérmico (en
promedio 30°C/km) y reacciona con las rocas con las que tiene contacto,
cambiando asi las propiedades quimicas del fluido original. Por medio de fallas o
fracturas el fluido asciende a la superficie, mezclandose con agua superficial y

precipitando minerales.
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recarga los fluidos son calentados progresivamente. Aproximadamente a los 130°C, la anhidrita (CaSOa)
precipita como resultado de la reaccion de la roca con el agua: el calcio proviene de lixiviar el agua con la roca
y el sulfato es de origen marino. Por otro lado el magnesio disuelto es adicionado a la roca y se liberan

protones.

Los sistemas hidrotermales de poca profundidad llegan a tener temperaturas entre
los 10° y los 119° C, con una temperatura para el sedimento arriba de los 95,8°
C(Tarasov, 2005) y, dependiendo de factores como la actividad tectonica, su
profundidad de filtracion y la temperatura, varian en sus caracteristicas quimicas.
Generalmente la cantidad de sales en las descargas hidrotermales varian del 3 al
50% (w/w) (Villanueva E., 2008), considerandose como especies quimicas
principales los iones de calcio, potasio, magnesio, sodio y bicarbonato, (Villanueva
E., 2007), cuyas concentraciones dependen de las interacciones agua — roca
(Villanueva E., 2008).

Es importante determinar el contenido de iones disueltos en las descargas
hidrotermales para poder inferir el tipo de agua que se descarga (neutra clorurada,
bicarbonatada-sodica, acida sulfatada, ricas en sulfatos y cloruros). Ademas se
utiliza su concentracion para poder estimar la temperatura del reservorio de un

sistema hidrotermal usando geotermometros cationicos (Na, K, Ca, Mg y Li).
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Adicionalmente el litio, junto con el boro, se utiliza para caracterizar aguas de una
fuente comun. El calcio nos da informacion de la saturacion de carbonato de calcio
en el fluido, asi como la temperatura, ya que la calcita (CaCO3) presenta
solubilidad retrégrada. Por el contrario, el fluido hidrotermal carece de magnesio
porque se precipita a mayor temperatura, ademas de que con la concentracién de
magnesio se puede estimar la concentracién del fluido antes de mezclarse con

agua de mar (en el reservorio).

A su vez, determinar la concentracion de bicarbonato en sistemas naturales es
importante porque en muchos casos es el ion dominante. Por ejemplo el contenido
de bicarbonatos se determina en rios, aguas metedricas, sistemas hidrotermales,
y da una idea de la interaccion del fluido con la roca. En el caso del bicarbonato,
éste se origina por la disolucién de calcitayplagioclasa en rocas expuestas al
intemperismo quimico en continentes (Faure, 1991).Toda esta informacion sirve
de base para el estudio de los procesos geoquimicas que se llevan a cabo en los

sistemas hidrotermales.

2.5 Caracteristicas de Bahia Concepcion, Baja California Sur, México.

Bahia Concepcién, es una bahia semicerrada localizada en la costa este de la
peninsula de Baja California Sur (Fig.8). Se encuentra situada en las
coordenadas 26°55' y 26°30’ latitud Norte y 112°00’ y 111°40’ longitud oeste con
una extension de 40 km de largo (Blanco, 2007). Bahia Concepcion pertenece al
municipio de Mulegé, el cual cubre el 42,8 % de la superficie territorial del Estado,
dentro de la zona conocida como la Sierra de la Giganta, una de las subprovincias

fisiograficas de Baja California.

El territorio de Baja California Sur cuenta con un 10% de humedad como promedio
anual (Rodriguez A., 2009), lo que da lugar a un clima muy seco la mayoria del

afio, con una temperatura media anual de 18 a 22° C(Blanco, 2007), registrandose
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temperaturas maximas en los meses de julio y agosto, mientras que las mas bajas
se presentan en el mes de enero. Las lluvias se presentan de forma estacional,
generalmente entre junio y octubre (Rodriguez A., 2009), y la precipitacion anual

promedio es menor a 200 mm.
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Figura 8. Mapa del territorio de Baja California Sur, México, con la localizacion aproximada de Bahia
Concepcion (Imagen tomada de Google earth).

La zona presenta una vegetacion propia de las zonas aridas, ademas de
matorrales, asi como una gran variedad de aves y reptiles, ademas de mamiferos

como conejos, borrego cimarrén, venados, entre otros.

En cuanto al suelo, la regién se encuentra constituida en su mayoria por rocas de
origen volcanico. Las descargas hidrotermales de la costa presentan una
temperatura entre 40 y 87 °C (Villanueva E., 2008), los cuales se encuentran en el
borde occidental de la Bahia, debidas principalmente a zonas de subduccién,
donde los movimientos de las placas tecténicas por conveccidn provocan una
abertura en las capas, lo que propicia las descargas de fluidos de alta
temperatura(Villanueva E., 2007).
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Para cumplir con el objetivo planteado en el Capitulo I, fue necesario seguir una
secuencia ordenada, ya que los resultados de la primera etapa del trabajo
(desarrollo del método), son de vital importancia para llevar a cabo la culminacion

del mismo (emision de resultados). Por ello, se llevo a cabo la siguiente secuencia:

1. Obtener las condiciones o6ptimas de trabajo en las técnicas empleadas
(volumetria y cromatografia ionica), para establecer las caracteristicas de cada
una para que el sistema analitico seleccionado sea el mas adecuado para los

analitos a cuantificar y, que dicha cuantificacion sea la mejor posible.

2. Realizar la validacion de los sistemas analiticos obtenidos, estableciendo los
criterios adecuados a cada técnica conforme a lo establecido y aclarando aquellos
parametros que difieran de ello. Aunque no se han encontrado referencias en
cuanto a la validacién de los métodos para las muestras a analizar aqui, se
considera que los criterios encontrados pueden aplicarse de forma general (Garcia

et al., 2002), cuando se considera a la cromatografia de liquidos y volumetria.

3. Analizar las muestras de interés, indicando la incertidumbre de cada uno de los
resultados obtenidos, para conocer el grado de confiabilidad que se obtuvo por
medio de los métodos desarrollados, respaldando lo obtenido a través de la

validacion del sistema.

4. Discutir los resultados obtenidos para las muestras de acuerdo a su origen, y
asi poder establecer diferencias entre ellas que permitan llegar a la meta de su

analisis.

En este trabajo se especifican los pasos seguidos para los diferentes analisis
realizados, desde el fundamento de la técnica hasta la validacion, pasando por el
tratamiento de la muestra antes de la cuantificacion, asi como los resultados

finales.
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3.1 Cuantificacion de bicarbonato en muestras de agua hidrotermal
3.1.1 Volumetria directa: Descripcién del sistema

Para conocer la concentracion de bicarbonato presente en la matriz a analizar,
primero se determiné el pH de la muestra para estimar la especie quimica que
predomina; de acuerdo a datos anteriores(Villanueva E., 2007), el pH de las
muestras se espera entre valores de 6,5y 8,1, lo cual indica que los carbonatos se
encuentran predominantemente en forma de bicarbonato (Fig. 1), con porcentajes
del 57 al 98 % de prevalencia aproximadamente. A su vez, se ha demostrado que
la prueba de presencia de carbonato con fenolftaleina (NMX, 2001) en este tipo de
muestras resulta negativa, por lo que la presencia del i6n COs* puede ser
despreciada(Villanueva E., 2007).

Por tanto, la cuantificacién de bicarbonato puede realizarse seleccionando como
agente titulante un acido fuerte (&cido clorhidrico) para llevar la especie de
bicarbonato a acido carbdnico, asimismo el indicador a utilizar en la titulacion debe
tener un cambio de vire cuando la reaccion se lleve a cabo de forma cuantitativa
(99.9%), aproximadamente a un pH de 3,3. La reaccion de titulacion se lleva a
cabo de acuerdo a lo mostrado en la Tabla 5.

De acuerdo a esta ecuacion, y, considerando la ecuacién de Charlot, con la se
puede calcular pH para acidos y bases tanto para débiles como fuertes y
soluciones amortiguadoras, basada en el equilibrio entre &cidos y bases
(Sandoval, 2008) puede trazarse una curva de titulacibn como la presentada en la
Figura 9.
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Tabla 5. Variacion de especies en una titulaciéon volumétrica del ién bicarbonato con un acido
fuerte (HCI). Se muestran las especies predominantes en una reaccion de titulacién conforme
avanza la reaccion.
HCO; + H' & H,CO,

Antes de que el acido sea afiadido. Sélo

existe la base débil, que también es un

Inicio Co anfolito
1
PH =~ (pka, +pkay) . [7]
Existe una mezcla entre la base débil y su
Antes del acido conjugado.
punto de Co (1-x) eCo xCo HCO§
equivalencia pH = pka1+ log H2003 [8]
La base débil se ha convertido a su acido
En el punto conjugado, por lo tanto, el punto de
de eCo eCo Co equivalencia presenta un pH acido.
equivalencia oH = 1 (pkal— l0gCo) (0]
2
El 4cido fuerte es el que determina al pH,
Después del por lo que el acido débil puede ser
punto de eCo Co (x-1) Co despreciado.
equivalencia

pH = —Iog[H +] [10]

Co representa la concentracion
X representa una cantidad adicionada de titulante.

€ representa una cantidad muy pequefia
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Figura 9. Curva de titulacion de bicarbonato con acido clorhidrico. La concentracion considerada para el acido

se encuentra indicada; x representa la fraccién de acido agregado al analito.

Por tanto, se observa que el pH al punto de equivalencia se encuentra entre

valores de 3y 5, lo cual es tomado en cuenta para la eleccion del indicador.

3.1.1.1 Desarrollo de la metodologia: disefio experimental de 3 factores.

Para realizar el método de titulacién, pueden emplearse varios instrumentos, entre
los que se encuentran las buretas convencionales de vidrio y las buretas digitales
(Harris, 2007), asi como diferentes metodologias (titulacion directa, por retroceso o
por producto). Debe definirse aquella que se apegue de una mejor forma al
comportamiento tedrico de la titulacién, asi como la obtencion de un porcentaje de
la reaccién mayor al 99,0% para que la cuantificaciébn pueda ser significativa. Por
ello, mediante la aplicacion del desarrollo analitico, se trabajaron con las variables
mas importantes para encontrar las mejores condiciones de titulacion. Para
establecerlas, se toma en cuenta que la determinacion se hara al momento de la
obtencién de la muestra (in situ), para evitar la influencia del CO, presente en el
ambiente, que en un momento dado puede proporcionar una cuantificacion
errénea del analito (Villanieva E., 2007).

Variable A: concentraciéon del acido.
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Como se mencioné anteriormente, el proceso de titulacion se realiza mediante un
acido fuerte (acido clorhidrico), cuya concentracion debe guardar una relacioén con
la cantidad esperada en la muestra a fin de ajustar la cuantitatividad del
procedimiento. De acuerdo a la bibliografia consultada, la relacion de las
concentraciones entre el agente titulante y el analito deben ser
equivalentes(Harris, 2007). De acuerdo a esto, debe establecerse una
concentracion del acido en un valor maximo y un valor minimo de acuerdo con el
disefio especificado, establecidos en concentraciones de 0,1 mol*L™* y 0,01 mol*L’
! respectivamente, ya que el intervalo de concentraciones reportadas de HCO3 se
esperan entre 0.002 y 0.0057 mol*L™* aproximadamente, equivalentes a 122,02 y
347, 76 mg*L™.

Variable B. Cambio de aparato

Para la determinacion in situ de la concentracion de bicarbonatos, debe tomarse
en cuenta que los aparatos deben presentar resistencia al transporte debido a su
empleo en campo, ademéas de la sensibilidad del mismo. Por tanto, se han
buscado dos alternativas, como es el uso de una bureta digital de 50 mL, asi como
el uso de micropipetas de volumen variable de 0,2 mL (Fig. 10). El uso de buretas
de vidrio convencionales se ve restringida tanto por la sensibilidad y el transporte,
lo cual sera discutido mas adelante. De acuerdo a la concentracion de bicarbonato
presente en las muestras (Villanueva E, 2007), la cantidad de acido que se
gastaria partiendo de una muestra de 5,0 mL de manera tedrica seria entre 0,07 y

1,23 mL, considerando como concentraciones de HCI 0,1 mol*L™* y 0,01 mol*L™.
Variable C. Cambio de indicador.

De acuerdo a la reaccion tedrica analizada anteriormente, el pH del punto de

equivalencia se encuentra en pH=3,3; en este punto, el bicarbonato se consume
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un 99,9%, por lo cual, se elige el indicador con un valor £1 pH de equivalencia. El
anaranjado de metilo tiene un pH de vire que va de 3,1 a 4,4, mientras que el rojo
de metilo presenta un cambio de coloracion a pH de 4,8 a 6,0 (Tabla 1). Para
todos los casos los volumenes gastados se corrigen mediante la realizacion de un

blanco con agua desionizada.

Figura 10. Aparatos utilizados para el desarrollo experimental de un método de cuantificacion de
bicarbonato por volumetria directa, donde la micropipeta A) es el nivel bajo y B) la bureta digital es
el nivel alto.

Por tanto, considerando el método de desarrollo experimental de 3 factores a 2
niveles (Navidi, 2006), se asignan los valores a cada una de las variables de la

siguiente manera (Tabla 6):

Tabla 6. Asignacién de niveles para las variables experimentales para el desarrollo analitico.

Valor Variable A Variable B Variable C
(concentracion del HCI) (aparato) (indicador)
Alto (+1) 0,1 mmol*L™ Bureta digital 50,0 mL Anaranjado de
metilo
Bajo (-1) 0,01 mmol*L™ Micropipeta 0,2 mL Rojo de metilo
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A partir de ello, se realizaron ocho diferentes experimentos, combinando las tres

variables:

Experimento 1. HCI 0,1 mol*L™, bureta automatica, anaranjado de metilo.
Experimento 2. HCI 0,01 mol*L™, bureta automaética, anaranjado de metilo.
Experimento 3. HCI 0,1 mol*L™, pipeta automatica, anaranjado de metilo.
Experimento 4. HCI 0,01 mol*L™?, pipeta automatica, anaranjado de metilo.
Experimento 5. HCI 0,1 mol*L™, bureta automatica, rojo de metilo.
Experimento 6. HCI 0,01 mol*L™, bureta automatica, rojo de metilo.
Experimento 7. HCI 0,1 mol*L™, pipeta automatica, rojo de metilo.

Experimento 8. HCI 0,01 mol*L™?, pipeta automatica, rojo de metilo.

Para obtener la respuesta, o que se evalué fue el porcentaje de recobro, lo cual

se obtuvo de la siguiente manera:

Vol (ML) gg0s XCON(Mmol /mL )

VOI (mL)alicuota
Conc estandar real(mol/L)

&cido

%%6recobro =

[11]

Para realizar los experimentos se fijo una concentracion estandar de bicarbonato
de 120 mg*L™, preparando una disolucién con bicarbonato de sodio con pureza al
100,1% y cuya pérdida al secado fue calculada anteriormente (0.1 %), ya que el
proceso de secado del bicarbonato de sodio implica un periodo de mas de cuatro
horas(ver anexo 7.5). Cada uno de los experimentos se realizd por triplicado para

confirmar su repetibilidad.

Se llevé a cabo el analisis de datos utilizando el modelo mostrado en el apartado
2.2.2, determinando la ecuacién que determina el comportamiento de la respuesta
de acuerdo al valor de los factores; se realizO un analisis de varianza para

observar cual de las tres variables o qué interaccibn muestra una influencia
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significativa en la respuesta, mediante un valor de F al 95,0 % de confianza, bajo

la premisa siguiente:

Ho, hipotesis nula: la variable no presente una influencia significativa en la
respuesta.

Hi, hipotesis alternativa: la variable influye significativamente en la respuesta.

Con lo que se concluye que si el valor determinado de F es menor al valor de

tablas, se acepta la hipotesis Ho.

Al encontrar aquellos factores determinantes, se busca aquella combinacion que
ofrezca una cuantitatividad del 98,0 al 102,0 %. Una vez obtenidas las

condiciones, se procede a la validacién del método.

3.1.2 Volumetria por retroceso. Descripcién del sistema

En la técnica de volumetria por retroceso, es necesario agregar un reactivo en
exceso a la muestra para llevar al analito de interés a una especie en su totalidad,
permitiendo la cuantificacion del reactivo en exceso por una segunda especie
(Villanueva G., 2006). Este método de volumetria puede utilizarse en caso de que
se quiera aumentar la cuantitatividad o se tengan otras reacciones ademas de la
de interés (Harris, 2007).

Las especies de carbonato brindan la posibilidad de realizar una valoracién por

retroceso agregando un exceso de acido clorhidrico. Al calentar la muestra, puede

liberarse el acido carbdnico en forma de diéxido de carbono:

H,CO,—2CO, +H,0
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El perder el acido carbonico, el pH de la muestra se modifica debido a la reduccion
en la concentracion de los iones hidronio, la cual se cuantifica mediante la adicién
de hidroxido. La diferencia entre las concentraciones agregadas inicial y final,
después de la pérdida del acido carbonico da lugar a la concentracion de
bicarbonato, considerando que ambas especies, COs* y HCOg3, se llevan a H,COs

(ver reaccién 1). Las reacciones que se llevan a cabo son:

Reaccion 1: COY +HCO;, +3H" — 2H,CO,
Reaccion 2: H,CO, - CO, +H,0

Reaccion por retroceso 3: H* + OH™ - H,0

El punto de equivalencia para la reaccion por retroceso (3), se tiene comunmente
a pH 7 (Harris, 2007). La deteccion del punto final se realiza con fenolftaleina; para
las valoraciones en retroceso, es indispensable la cuantificacion de un blanco que
contenga la misma cantidad que las muestras del reactivo en exceso, asi como la
cuantificacion del volumen de hidroxido necesario para la completa neutralizacion.

Los calculos se realizan de acuerdo a lo siguiente:

Vol(mL)OH, , — Vol(mL)OH « molOH ~ ImolH"™  molH”

bnco mtra X —
1000mIOH~  1molOH "~ mL

Vol(mL) [15]

mtra

* 1molHCO, 61,01gHCO:;
molH « mo s, 6L, g £ X1000mg X1000mL _ mg/L HCO, [16]
mL ImolH" 1mol HCO, 19 1L

Bnco se refiere al blanco

Mtra se refiere a la muestra

3.1.2.1 Desarrollo del método.

Ya que este método se emplea de forma alternativa al descrito para la

cuantificacion de bicarbonato por volumetria directa, se empled la concentracion
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del acido clorhidrico establecida en dicho método, ajustando la concentracién de
hidréxido de sodio al mismo valor; de forma analogo, se tomd el aparato elegido. A
diferencia del método de  volumetria directa, se utilizd6 como indicador
fenolftaleina, que indica el punto final en la neutralizacién del acido con la base. A
su vez, considerando la concentracion méas alta de bicarbonato establecida en la
validacion del método anterior, se establece un volumen de acido clorhidrico que
permita tener un exceso del mismo para ser cuantificado con el agente titulante.
Este depende de la concentracién establecida, por lo que sera descrito en los

resultados.
3.1.3 Validacion de los dos sistemas de cuantificacion de bicarbonato.

Una vez establecida las metodologias a emplear, es de vital importancia llevar a
cabo la validacién del sistema, para asegurar que es adecuada al propdésito
establecido. Debido a que el laboratorio no cuenta con un estandar certificado, se
prepara una disolucién madre de 3000 mg*L™ de HCO4’, elaborada diariamente
para evitar la transformacion del bicarbonato a otras especies, introduciendo
errores en la cuantificacion. La disolucién se realizé de acuerdo al calculo de la

siguiente formula:

3000mg HCO;  84,01mgNaHCO,  100% o
1L 61,01mgHCO; ~ 100,1%

X 100% himedo
99,9%.,,,

x0.1L [12]

pureza

Con dicha disolucién, asi como agua de mar (cuando fue necesario), se llevaron a
cabo las evaluaciones correspondientes a la validacion del método, cuyos
experimentos se ilustran a detalle a continuacién. La muestra de agua de mar
empleada se obtuvo de la zona del Istmo de Tehuantepec y fue proporcionada por
el Instituto de Limnologia y Ciencias del Mar de la UNAM (dicha muestra fue

utilizada para la validacion de los otros métodos establecidos aqui). Tanto la
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metodologia como los criterios de aceptacién fueron tomados de Garcia et al.
(2002).

1. Precision: Se analiz6 por sextuplicado la muestra de agua de mar, bajo las
mismas condiciones experimentales. De acuerdo a los resultados, se obtiene que,
cuando el coeficiente de variacion es menor al 1,5%, el método es preciso. La
muestra de agua de mar fue homogeneizada, realizando la metodologia
establecida. Se calcularon la concentracion, la desviacion estandar y el porcentaje

del coeficiente de variacion.

2. Linealidad del sistema: Se prepararon por triplicado varios niveles de
concentracion, obtenidas por dilucién a partir de la solucibn madre la cual, a su

vez, fue preparada por triplicado. Las diluciones realizadas fueron las siguientes:

Tabla 7. Diluciones realizadas para la linealidad del sistema.

Disolucion inicial Volumen tomado (mL)  Volumen final (mL) Concentracion final
(mg*L™h) (mg*L™)
3000 10,0 50,0 600
3000 10,0 100,0 300
3000 5,0 100,0 150
3000 2,0 50,0 120
3000 2,0 100,0 60
300 10,0 100,0 30
Blanco 0 5,0 0

Se tomaron alicuotas de 5,0 mL y fueron valoradas con la metodologia
establecida. Posteriormente se obtuvieron las concentraciones experimentales y
se realiz6 una regresion lineal por el método de minimos cuadrados (apéndice
7.3); para que el método sea lineal, debe de tener un coeficiente de determinacion
() mayor o igual a 0,98; ademas, el intervalo de confianza para la pendiente no

debe incluir el cero.
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3. Especificidad: la especificidad toma en cuenta aquellas sustancias que puedan
interferir en la cuantificacion del analito. Para la volumetria, se establece mediante
las pruebas de exactitud y linealidad del sistema. A su vez, se busco la presencia

de carbonato mediante la prueba de fenolftaleina mencionada con anterioridad.

4. Exactitud y repetibilidad del método: a partir de la prueba de precision, se
determind la concentracion del bicarbonato en la misma, con lo cual se prepararon
6 muestras adicionadas, a las cuales se adicionaron 2,0 mL de muestra. También
se adicioné el volumen necesario de disolucién de referencia 300 mg*L™ para
llegar a la cantidad de bicarbonato contenida en 5,0 mL de muestra, equivalentes
al 100 %. Se llevo a cabo la cuantificacion y se calculd la cantidad recuperada del

analito, la cual debe ser entre el 98,0 y el 102,0% para los métodos volumétricos.

5. Linealidad del método: Para comprobar la linealidad del método, se emplearon
tres niveles de concentracion, utilizando 2,0 mL de muestra de agua de mar, a la
cual se le agregaron 1,0, 1,45 y 2,0 mL del estandar 300 mg*L™, preparando por
triplicado a cada nivel de concentracion. Se realizo la valoracion, estableciendo
una relacion entre la cantidad esperada y la cantidad recuperada, definida por una
regresion lineal, obteniendo el intervalo de confianza, el coeficiente de correlacion,
asi como el coeficiente de variacion para la regresion. Los criterios de aceptacion
son; un coeficiente de determinacion mayor o igual a 0,98, el intervalo de
confianza debe incluir el 100,0 % del porcentaje de recobro (98,0 — 102,0 %); el
intervalo de confianza de la ordenada debe incluir el cero, mientras que el de la
pendiente debe incluir la unidad, asi como un coeficiente de variacion (tanto para

la regresién como para el porcentaje de recobro) menor o igual a 2,0 %.

6. Precision intermedia: para analizar la precision intermedia, se analizaron los
diferentes estandares establecidos por la linealidad del sistema, ya que la
incertidumbre se encuentra asociada al volumen real del titulante agregado y el

namero de veces que el instrumento elegido es empleado (Harris, 2007). Las
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disoluciones estandar fueron preparadas en tres dias diferentes por tres analistas
distintos, para asegurar la reproducibilidad. Para que un método sea preciso entre
analistas, se establece que debe tener un coeficiente de variacion menor o igual al
2,0%.

7. Limite de deteccién (basados en la desviacion estandar de la regresién): a partir
de los datos obtenidos en la linealidad del sistema, puede obtenerse el limite de
deteccién, ya que los niveles de concentracion fueron preparados por triplicado,
ademas de que para este método no se realiza curva de calibracion. Se calcula el
valor de la pendiente como la ordenada al origen, y se acepta un coeficiente de
determinacion igual o mayor a 0,98 y un intervalo de confianza de la ordenada al
origen el cual no pasa por el cero. A partir de estos datos, se calcul6 el limite de

deteccién con la siguiente ecuacion:

338,
b,

LD [13]

Sy= desviacién estandar de la pendiente (Navidi, 2006)

b, = ordenada al origen de la regresion lineal.

8. Limite de cuantificacion (basada en la desviacion estandar de la regresion): al
igual que en el caso de limite de deteccion, se utilizan los resultados obtenidos
para la linealidad del sistema. Sin embargo, se emplea una ecuacion diferente:

_10xS,
b,

LC [14]

Sy= desviacién estandar de la pendiente (Navidi, 2006)

b, = ordenada al origen de la regresion lineal.

9. Estabilidad analitica de la muestra: Para el caso de la cuantificacion de
bicarbonato, se sabe con anterioridad que la actividad bacteriana y la interaccion
con el CO, ambiental alteran la concentracién de bicarbonato y carbonato en el
sistema (Nicholson, 2003). Debido a esto la cuantificacion debe ser
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inmediatamente después de obtenida la muestra; por tanto esta prueba no se

realizé.

3.1.4 Comparacion entre ambas metodologias.

Para saber si las metodologias validadas para la cuantificacién de bicarbonatos en
muestras de descargas hidrotermales pueden ser utilizadas indistintamente, se
llevaron a cabo pruebas estadisticas, analizando los datos da algunas de las
pruebas realizadas durante la validacion. Las pruebas fueron tomadas de la Guia
de Validacion (Garcia et al., 2002)

1. Exactitud y repetibilidad. Se obtiene una relacion entre las varianzas y las
medias obtenidas para la concentracion de la muestra de agua de mar,
determinando el intervalo de confianza para ambas diferencias. Ninguno de ellos

debe incluir la unidad.

2. Repetibilidad entre linealidad del método. Esta prueba evalla la diferencia entre
la cantidad recuperada de los dos métodos a lo largo de un rango de
concentraciones. Para este caso, se determinan los intervalos de confianza: entre
pendientes; entre ordenadas al origen; entre varianzas; y entre medias. Al igual

gue el parametro anterior, ningun intervalo debe contener el cero.

3. Repetibilidad entre precision intermedia. Se determina el intervalo de confianza

para la varianza, el cual no debe de incluir el cero.
3.2 Cuantificacion de cationes por cromatografia iénica.
Las concentraciones referidas con anterioridad para muestras en el area de

estudio(Villanueva E., 2007), indican que las concentraciones de algunos cationes

(potasio, magnesio, calcio, litio) a analizar se encuentran en una pequefia cantidad

Facultad de Quimica 47



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo Illl. Metodologia
con respecto a la concentracién de sodio. Por lo cual se requiere de una técnica lo

suficientemente sensible que dé lugar a una separacion y cuantificacion adecuada.

Anteriormente, se utilizaba un método analitico que, a pesar de que permitia la
cuantificacion de los iones, los resultados no presentaban una confiabilidad clara,
lo que se observa al realizar el balance i6nico de las muestras (Fig. 11, Tabla 8),
en donde el porcentaje de dicho balance excede el 15,0% (Merchand, 2008). Un
buen analisis de iones mayores debe tener un balance iénico < 5,0%. Por tanto, se
decidio establecer las condiciones en las que el los resultados presentan una
mejor confiabilidad, respaldado mediante la validacion del método. La Tabla 8

especifica los parametros utilizados en la metodologia anterior.

Figura 11 .Comparacion entre salinidad y balance i6nico en un analisis anterior en la zona de muestreo. En
esta grafica se observa que no existe un balance eléctrico, ya que el balance iénico es positivo (mayor
cantidad de cationes) (tomado de Merchand, 2008).

Tabla 8. Condiciones cromatograficas utilizadas para el analisis de cationes por una metodologia
establecida con anterioridad (Merchand, 2008).

Condicién Especificacion establecida
Temperatura de la columna 35°C

Temperatura del detector 35°C

Sensibilidad del detector 100 uS

Flujo de la fase movil 1,0 mL*min™

Fase movil Acido metanosulfénico 3 mmol*L™*
Polaridad del detector Negativa
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3.2.1 Desarrollo del método: eleccion de variables.

El desarrollo del método analitico de cromatografia i6nica se llevd a través de
varios pasos, debido a que los resultados de uno llevan a la siguiente fase. En
este apartado se realiza una descripcion general de dicho desarrollo.

El equipo empleado para el analisis es el siguiente: cromatégrafoAlltech con
bomba modelo 626, horno de columna modelo 630 y detector de conductividad
modelo 680; se utilizé6 una columna de intercambio cationico de baja capacidad
(silica cubierta con un copolimero de polibutadieno /acido maleico), de
dimensiones 100mm de longitud por 4.6 mm de didmetro; como graficador se
empleo un sistema PeakSamplechromatography data system SRI modelo 203
acoplado a una computadora con el programa Peak Simple (Fig. 12).

Para aquellos casos en los que la fase movil da lugar a un pico negativo, es
necesario realizar una integracion manual del cromatograma, de manera que el

programa integre adecuadamente los picos cromatograficos.

Figura 12. Equipo de cromatografia idnica en el laboratorio de cromatografia del Edificio 8 del Instituto de

Ingenieria.

Facultad de Quimica 49



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo Illl. Metodologia

Fase 1: Primera eleccion de fase movil.

Los cationes que se analizan por cromatografia ionica dentro en este estudio son:
Li*, NH4*, Na*, Ca®*, K* y Mg?". El ién amonio se encuentra en una cantidad
minima en el agua hidrotermal (Libes, 2009), por lo que se toma en cuenta para la
eleccion de las condiciones, considerando como probable su cuantificacién. Para
observar el comportamiento de separacion en el equipo, se probaron varias fases

moviles, basados en varios aspectos:

- Aquellas fases probadas con anterioridad por el proveedor, que sentaron
una base inicial para el desarrollo (Grace, 2009), de acuerdo a las
caracteristicas de la columna, asi como de los analitos establecidos.

- La polaridad: de acuerdo a las caracteristicas del analito, se observa que
para obtener una mayor separacion, es necesario disminuir la polaridad de
la fase movil, favoreciendo el tiempo de retencion en la fase estacionaria
(Fritz, 2009).

Las condiciones empleadas fueron: un flujo de 1,0 mI*min™, y una temperatura de
35°C tanto para el detector como el horno de la columna.

Se prepar6 un multiestandar con todos los cationes mencionados a
concentraciones de 5 mg*L™, obtenidos a partir de estandares certificados marca
Alltech, realizando las diluciones pertinentes para obtener un volumen de 10,0 mL.
Debido a la naturaleza del multiestandar, decidi6 trabajarse con un estandar nuevo
por dia, para evitar diferencias por estabilidad. En cuanto a las fases mdviles

estudiadas fueron disoluciones acuosas de:

o Acido metanosulfénico 3 mmol*L™

o Acido metanosulfénico 9 mmol*L™

. Acido metanosulfénico 4.5 mmol*L*
. Acido oxalico 2.5 mmol*L™

Facultad de Quimica 50



Implementacidon de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcion (Baja California Sur, México)

Capitulo Ill. Metodologia
e Acido oxalico 3.417 mmol*L™
e Acido tartarico 3 mmol*L™?, acido oxalico 2 mmol*L™
e  Acido tartarico 2 mmol*L™*, 4cido oxalico 1 mmol*L™*
e Acido nitrico 4 mmol*L™, metanol 30% (v/v)
o Acido nitrico 2 mmol*L™, metanol 15% (v/v)

. Acido clorhidrico 5 mmol*L™?

Tanto las fases mdviles como los multiestandares fueron preparados utilizando
agua desionizada (18 MQ*cm) con un equipo PURELAB UHQ Il de la marca Elga

(Fig.13), para evitar interferencias por presencia de iones en la misma.

Figura 13. Equipo desionizador de agua potable.

Las fases moviles presentaron un pH proximo a 2, condicién establecida para la
columna empleada (Grace, 2009). Para cambiar de fase, el equipo era lavado con
agua desionizada hasta llegar a una conductividad de 2 a 4 yS para asegurar su
limpieza, se elimiaba el aire mediante la purga de la bomba y se permitié la
estabilizacion del equipo con cada fase antes de introducir un blanco de agua
desionizada o el multiestandar. Las condiciones de trabajo (presion y

conductividad) fueron registradas para cada fase.
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Para comparar el comportamiento, se obtuvieron los parametros cromatograficos
resolucién, capacidad y selectividad, escogiendo aquella fase mévil que presente

los mejores valores a las mismas condiciones de trabajo.
Fase dos: ajuste de las condiciones.
Una vez obtenidos los resultados del punto anterior, se procede a cambiar las

condiciones de trabajo de la fase mévil elegida. Para ello se tomaron tres distintas

variables:

Variable A: Temperatura.

La temperatura en cromatografia de liquidos de alta resolucion tiene influencia
sobre el tiempo de retencién y por consiguiente en la selectividad del método para
los analitos. Al calentar la columna, se disminuye la viscosidad de la fase movil y
en consecuencia se acortan los tiempos de retencion y mejora la resoluciéon. Por
tanto, y de acuerdo a las caracteristicas de la columna, se decidié buscar una
temperatura tanto como para el horno de la columna como para el detector entre
35y 45 °C, manteniendo ambas en el mismo valor, observando el movimiento en

la selectividad de la cuantificacion.

Variable B: Polaridad de la fase mouvil.

La polaridad de la fase movil tiene influencia sobre la especificidad de la
metodologia, ya que dependiendo de la misma, los cationes permanecen mas o
menos tiempo en la fase estacionaria por afinidad (Fritz, 2009). Para observar su

influencia, se vario la polaridad de la fase movil.

Variable C: Flujo

El flujo es una herramienta mecanica para mejorar la separacion entre picos

adyacentes al aumentar el tiempo de contacto entre la muestra y la fase
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estacionaria. El flujo se ajusté a 0.8 mL*min™ (limite minimo del equipo) y a 1.2

mL*min™* como limite maximo.

De acuerdo a lo anterior, se realizaron experimentos en donde se combinaron los
limites minimos y méaximos de las tres variables y nuevamente se obtuvieron los

parametros de selectividad y resolucion.

Para obtener datos que se asemejen a lo que se obtendra en las muestras, se
cambié la concentracion del multiestandar, tomando en cuenta una dilucion de la
muestra mas concentrada (agua de mar), lo cual es recomendado para muestras
con alta concentracion del analito (Fritz, 2009), como es el caso del sodio, y a su
vez permitiendo la cuantificacion de los otros analitos de interés. Basados en las
concentraciones de los analitos reportados anteriormente (Villanueva E., 2007) se
tiene (Tabla 9):

Tabla 9. Concentraciones de algunos iones encontrados para diferentes sitios de descargas
hidrotermales en el area de Bahia Concepcién, durante el muestreo del 2004 (tabla tomada de
Villanueva E., 2007).

LP-1 y SAN-1: descargas hidrotermales en zonas intermareales, en donde se ven afectados por el agua de
mar dependiendo de la marea
SAN-1: descarga hidrotermal ubicada en un manglar

AM-BC: composicién quimica del agua de mar del area de Bahia Concepcion para efectos de comparacion.

De acuerdo a la concentracion del agua de mar, el multiestandar preparado para
la fase dos del desarrollo es:

- Litio: 5 mg*L™"

- Sodio: 100 mg*L™

- Amonio: 30 mg*L™*
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- Potasio: 20 mg*L*
- Magnesio: 30 mg*L™
- Calcio: 50 mg*L™*

El equipo fue acondicionado para estabilizarlo con cada una de las fases,
registrando la presion y la conductividad caracteristicas. La conductividad permite

observar las diferencias entre polaridades de las fases.

Fase tres: segunda eleccién de fase movil

Una vez analizados los resultados se seleccionaron aquellas condiciones en
donde la separacion de los analitos es la mejor posible. A partir de ello, se retomd
aguella variable que mostré una influencia mayor en el sistema. Se realizaron las
adecuaciones pertinentes, dentro de las condiciones de trabajo fijadas (en relacion
tanto a las otras dos variables, como aquellos parametros que no fueron
alterados), como ultimo ajuste de la metodologia, para proceder con la calibraciéon
del equipo. Las concentraciones del multiestandar fueron:

Litio: 5 mg*L™*

- Sodio: 100 mg*L™

- Amonio: 30 mg*L™*

- Potasio: 20 mg*L*
- Magnesio: 30 mg*L™
- Calcio: 10 mg*L™*

3.2.2 Calibraciéon y validacion del sistema.

Para llevar a cabo la validacion del sistema, el equipo debe ser calibrado,
estableciendo una relacion entra las concentraciones de los analitos y las
respuestas. Esta calibracion se realizé en base a las concentraciones establecidas
en la Tabla 10.
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Tabla 10. Concentraciones empleadas para los multiestandares en mg*L™. Las concentraciones se
obtuvieron por dilucién a partir de un estandar comercial. Las concentraciones de amonio no se

han considerado, hasta establecer que su cuantificacion es posible.

1 2 3 4 5 6
Litio 1 3 5 7 10
Sodio 10 30 50 70 100 130
Potasio 1 3 5 7 10
Magnesio 3 5 10 15 20 25
Calcio 1 7 10 15 20 30

Como puede observarse en la Tabla 10, las concentraciones de litio superan a las
esperan a las esperadas (Villanueva E., 2007). En este caso, se utiliza el método
de adicidén estandar para realizar la cuantificacion del analito.

Para realizar una mejor calibracion, se tomo6 en cuenta la reproducibilidad con
diferentes analistas y la repetibilidad con distintos dias de trabajo (tres analistas,
tres dias diferentes). Los estandares fueron preparados el mismo dia de uso (ya
que el vidrio adsorbe los cationes, esto evita errores por almacenaje). Mediante el
programa (Peak Simple), se obtienen las areas bajo la curva de cada pico
(realizando una correccibn manual en caso necesario), con lo cual se establece la
linealidad de la curva respuesta vs. concentracion para cada analito. El programa
ofrece la posibilidad de introducir los puntos de la curva y guardarlos para

cuantificaciones futuras.

Para verificar que el método es adecuado para la cuantificacion de cationes y ya
qgue la cuantificacion en las muestras es multiple, la validacion evalla a todos los
cationes detectados en conjunto, realizando los procedimientos de validacién una
vez, y obteniendo los resultados para cada uno de los cationes. Al igual que la
validacion realizada para la cuantificacion de bicarbonato, los experimentos y los

criterios de aceptacion fueron tomados de Garcia, et al. (2002).
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1. Precision: se prepararon por sextuplicado una dilucién 1:100 de la muestra de
agua de mar, a la cual se adicion6 un estandar de 5 mg*L™* de Li, y se introdujeron
al equipo previamente acondicionado a los parametros establecidos. Para el caso
de cromatografia, el coeficiente de variacion entre lecturas debe ser menor a 1,5
%.

2. Ajuste del sistema: para métodos cromatograficos, es necesario evaluar los
siguientes parametros: factor de capacidad, resolucion, retencién relativa, factor
de coleo, y numero de platos tedricos. Debido a que no se contd con una
disolucién de ajuste, se utilizé un multiestandar con las concentraciones maximas
del intervalo. Se introdujo el multiestandar por quintuplicado al cromatografo y a
partir de los resultados de tiempo de retencion, tiempo muerto, ancho del pico y
altura, se obtuvieron los parametros. El coeficiente de variacion entre resultados
debe ser menor al 2,0 %, mientras que k’ debe ser mayor a 2 y la resolucion

mayor a 2.

3. Linealidad del sistema: Se elaboraron por triplicado cinco niveles de
concentracion de las soluciones de referencia. Se introdujeron en el cromatégrafo
previamente acondicionado y se registraron los cromatogramas y los parametros
de la integracion. Se calculo el valor de la pendiente, asi como la ordenada al
origen, el coeficiente de determinacién y el intervalo de confianza para la
pendiente. El intervalo de confianza no debe incluir el cero y el coeficiente de

determinacion debe ser mayor a 0,98.

4. Especificidad: una de las interferencias que pueden llegar a presentarse durante
el analisis, es la presencia de i6bn amonio en la muestra, que pudiera interferir en la
cuantificacion de sodio, debido a que los picos se enciman. Para el agua
proveniente de aguas hidrotermales de flujo lento, se presenta una concentracion

de i6n amonio menor a 0.06 mmol*kg™, mientras que la concentracién de Na* va
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de 312 a 512 mmol*kg™ (Libes, 2009). Esto puede indicarnos que casi no existe
interferencia en la cuantificacion, pero es importante comprobarlo.

Por ello, se tomaron concentraciones similares a las reportadas anteriormente y se
inyectaron al cromatdgrafo con las condiciones establecidas para la metodologia.
Se obtuvieron las areas, asi como las concentraciones de dos maneras:

- Inyectando una muestra de agua de mar, obteniendo la concentracion real dada
por la lectura del equipo.

- Inyectando una muestra de agua de mar adicionada con amonio, para obtener la

concentracion dada en presencia del analito interferente.

Una vez obtenidas por triplicado, dichas concentraciones se sometieron a una
prueba t de Student para apreciar si las diferencias son significativas a una
confianza del 95,0 %, basando las hipoétesis:

Ho: no hay diferencia significativa entre las concentraciones determinadas

Hi: hay diferencia significativa entre las concentraciones significativas

5. Exactitud y repetibilidad del método: para esta evaluacion, se prepararon seis
muestras adicionadas, las cuales contienen la mitad de la muestra, y la
concentracion al 100% de la misma se logré adicionando la cantidad necesaria de
estandar. Las muestras fueron analizadas por un analista bajo las mismas
condiciones. Posteriormente, se determiné la cantidad recuperada de cada analito,
cuyo valor debe darse entre el 98,0 y el 102,0 %.

6. Linealidad del método: se elaboraron tres niveles de concentracion, partiendo
de la mitad de la muestra analizada y agregando tres diferentes concentraciones,
siendo una de ellas representante del 100,0 %; cada nivel se preparo por triplicado
y se inyectaron en el equipo. Para que el método sea lineal, el coeficiente de
determinacion debe ser mayor a 0,98, el intervalo de confianza de la pendiente

debe incluir la unidad, mientras que el intervalo de confianza de la ordenada debe
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incluir el cero. El coeficiente de variacion no debe ser mayor del 2,0 %. En cuanto
al porcentaje de recobro, este debe encontrarse entre el 98,0 y 102,0 %.

7. Precision intermedia: para el caso de la cromatografia idnica, se emple6 como
muestra el agua de mar, la cual fue analizada con la dilucién 1:100 antes sefialada
por dos analistas en dos dias diferentes. Se reporta la cantidad, obteniendo la
media, la desviacion estandar y un coeficiente de variacion aceptado menor al 2,0
%.

8. Limite de deteccioén y limite de cuantificacion: Para la determinacion de ambos
limites, se calcularon con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar
de la regresion. Se prepararon tres estandares a concentraciones diferentes de los
analitos, las cuales se encuentren dentro del intervalo de calibracion; se midieron
las respuestas analiticas, calculando la pendiente, el coeficiente de determinacion,
la desviacion estandar de la regresion y el intervalo de confianza para la
pendiente. Los limites se evaluaron con las ecuaciones [13] y [14] siguiendo las

mismas especificaciones que en el apartado 3.1.3.

9. Robustez: el estudio de robustez es cubierto durante la fase de desarrollo, ya
gue se variaron las condiciones que pueden interferir en una buena cuantificacién,
por lo que no se realizan mas cambios en el método para comprobarlo (Feinberg,
2007).

10. Estabilidad de la muestra: para la determinacion de estabilidad, debe
guardarse la muestra un tiempo establecido proximo al intervalo entre el muestreo
y la cuantificacion, para observar posibles variaciones. Aunque en el caso de
cromatografia i6nica se guardan las muestras, las condiciones de muestreo y
almacenaje son establecidas en base a las caracteristicas de los analitos, por lo

gue se evita su alteracion.
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3.3 Muestreo y lectura de muestras

3.3.1 Obtencion y conservacion de las muestras.

Para el muestreo se emplearon frascos de polietileno de 150 mL, los cuales fueron
identificados con ayuda de un marcador indeleble, con el nombre asignado a la
muestra, el nimero de frasco, asi como el analisis al que se destinod (Fig. 14). Para
cada una de los sitios de muestreo se tomaron cinco frascos:

- El primero, correspondiente al analisis de isotopia (cuyos resultados
guedan fuera del presente trabajo), se llené completamente con la muestra
y fue sellado inmediatamente;

- En el segundo, se tomaron aproximadamente 100 mL, en donde se realizo
la lectura de los parametros fisicoquimicos (pH, conductividad eléctrica,
salinidad), asi como la cuantificacion de carbonato de acuerdo a la
metodologia aqui establecida;

- En el tercer frasco, las muestras fueron colectadas y filtradas mediante un
equipo millipore con la ayuda de una bomba de vacio y filtros de 0,45 ym de

poro, y acidificadas con HNO3 de alta pureza hasta un pH aproximado a 2.

Estas muestras fueron almacenadas para el correspondiente analisis de
componentes traza (no presentados en este trabajo); los ultimos dos, a su vez,
fueron filtrados por el equipo millipore con filtros de celulosa de poro 0,45 um, las
cuales fueron guardadas para el analisis de iones en cromatografia idnica. Todos
los frascos fueron cerrados y posteriormente sellados con parafilm para evitar la
pérdida de muestra o mezcla entre ellas mediante su transporte. A su vez, se

mantuvieron en refrigeracion (temperatura menor a 4°C), para evitar la
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evaporacion y concentracion de las muestras. Las muestras tomadas se dividieron

en 3 tipos:

- Muestras de agua de mar: debido a que el mar presenta una composicion
heterogénea, se tomaron tres sitios para tener una mejor visualizacion de
dicha composicion. Los tres sitios fueron: cerca de la playa, y mar adentro,
una al fondo, en el sedimento, y otra en la superficie del mar.

- Muestras de descargas hidrotermales: las cuales son las muestras de
interés en este estudio.

- Muestras de agua dulce: obtenidas en lugares cercanos de la zona de
muestreo, nuevamente como comparacion de las concentraciones de los

analitos de interés.

Todas las muestras fueron tomadas en condiciones similares, asi como su

caracterizacion.

Figura 14. Muestreo realizado en descargas hidrotermales costeras de Bahia Concepcion. En esta fotografia

se muestra una descarga de agua caliente.

3.3.2 Determinacion de parametros fisico — quimicos
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Una vez tomadas las muestras se tomaron distintos parametros para distinguirlas
unas de otras:

- Se tomo la temperatura con ayuda de un termometro de mercurio de 0 a100
°C.

- Con ayuda de un GPS, se localizaron las coordenadas de la zona de
muestreo.

- Con ayuda de un multiparametro HACH modelo senslON1 (Fig. 15)
previamente calibrado (para mayor referencia, revisar el manual sensION1,
HAHC) y los electrodos correspondientes (vidrio para pH, y otro de
conductividad), se tomaron por triplicado: pH, conductividad, salinidad, y

sélidos totales disueltos (STD).
| —

Figura 15. Multiparametro HACH modelo sensION1 durante el trabajo de campo, en donde A) es el electrodo
de conductividad y B), el electrodo de vidrio.

3.3.3 Cuantificacion de bicarbonato

La cuantificacién de bicarbonato en las muestras fue realizada inmediatamente
después de su extraccion, para evitar su interacciéon con el CO, en el ambiente y
cambios por la temperatura. Cada muestra fue evaluada por triplicado y el
volumen de titulante gastado fue corregido por un blanco de agua desionizada.

Los resultados se muestran junto con las incertidumbres expandidas.

3.3.4 Cuantificacion de cationes por cromatografia ionica.

Facultad de Quimica 61



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo Illl. Metodologia

Para el andlisis de cationes, fue necesario buscar en referencias anteriores las
posibles concentraciones de los mismos en las muestras(Villanueva E., 2007), lo
gue ayuda a establecer las diluciones a realizar. De manera general se aplicaron
las siguientes diluciones:
- Agua de mar: 1 mL llevado a un volumen de 100 mL, con agua desionizada.
- Agua de descarga hidrotermal: 1,5 a 2,0 mL en un volumen total de 100 mL.

- Agua dulce: 2 mL de muestra diluida a 10 mL.

Las diluciones se aplicaron por triplicado para observar repetibilidad de las
lecturas. Al realizar las diluciones, se empleo el método de adicion estandar para
cuantificar la concentracion de Litio, ya que su concentracién es demasiado baja
como para ser detectado en el equipo. A partir del estandar de Litio 200 mg*L™?, se
agregaron 0,5, 1 y 1,5 ml para realizar su cuantificacion por diferencia. El sistema

empleado fue el establecido y evaluado por el presente trabajo.

3.3.5 Cuantificacién de cationes por otras metodologias (volumetria de

complejos y fotometria)
Fotometria

Para realizar la técnica se utilizé fotometro de flama PFP7/C marca Jenway (Fig,
16), mientras que las sales empleadas para la elaboracion de los estandares
fueron: nitrato de potasio 99,8% pureza, nitrato de sodio 100,7%, nitrato de litio
99,2%, cloruro de calcio dihidratado 99,5%, y cloruro de sodio 99,9%. Las sales
fueron secadas en la estufa a 80°C, durante dos horas. La concentracion de los

estandares se observa en la Tabla 11.
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Figura 16. Flamometro marca Jenway del laboratorio 3D de la Facultad de Quimica, UNAM.

Tabla 11. Estandares preparados para la cuantificacion por fotometria. Los estandares se
prepararon por dilucién de una disolucién madre preparada en el laboratorio.

Litio Sodio Potasio Calcio
Estandar 1 (mg*L™") 0,2 2 2 20
Estandar 2 (mg*L™) 0,4 4 4 40
Estandar 3 (mg*L™) 0,6 6 6 60
Estandar 4 (mg*L™) 0,8 8 8 80
Estandar 5 (mg*L™) 1,0 10 10 100

Las muestras fueron diluidas para que entraran en el intervalo de concentracion de
los estandares y al porcentaje de transmitancia. El ajuste se realizé al momento

del analisis.

Una vez preparados los estandares, se conectdé al equipo al alimentador de
combustible (gas) y se encendié moderando la flama para obtener un color azul
constante; la longitud de onda fue colocada para el andlisis de un ién especifico
(se analizaron litio, sodio, potasio y calcio); posteriormente se ajusto con el blanco
de agua desionizada a un valor cercano a cero, mientras que el 100% de
transmitancia se ajusto a la concentracion mas alta de los estandares. Una vez
que el equipo di6 valores constantes, se procedio con la lectura de los estandares

por triplicado y posteriormente de las muestras evaluadas también por triplicado.
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Se obtuvo la regresion lineal en cada caso, siguiendo los parametros para
linealidad del método (coeficiente de determinaciébn mayor a 0,98 e intervalo de
confianza de la pendiente que no incluya el cero) para aceptar el método como
valido, ya que éste varia por la flama en el momento del andlisis (la calibracion
debe hacerse de manera constante). Los resultados obtenidos aqui fueron
comparados con el método de cromatografia idnica validado.

Volumetria por complejos: Ca** y Mg

El EDTA en su forma de sal disédica, es empleado comunmente para las
titulaciones complejométricas (Vogel, 1978). En el caso de mezclas en las cuales
se encuentren presentes iones calcio y magnesio, permite hacer una titulacion
diferencial mediante la eleccion del indicador correcto. A su vez, ha sido
establecido (Harris, 2007), que a pH mayores a 8, el complejo del EDTA con los
iones calcio y magnesio presenta una mayor estabilidad. Los indicadores
metalicos tienen la capacidad de cambiar de color cuando forman complejos vy
tienen diferentes constantes de formacién, diversificando su uso(Harris, 2007). El
negro de eriocromo T es el indicador mas empleado para la cuantificacion de
dureza del agua (cuantificada como la presencia de carbonato de calcio y
magnesio) (Harris, 2007). El calcon es un indicador especifico de complejos con
calcio, para lo cual es necesario retirar el magnesio en forma de precipitado, por lo
que el control de pH durante la titulacién es importante para evitar errores.

Se prepar6 una disolucién de sal disédica de EDTA 1,0 mmol*L™?, la cual fue
valorada con zinc metalico (ver anexo 7.2); la disolucion fue colocada en una
bureta de vidrio de 10,0 mL para llevar a cabo la valoracién de las muestras. Tres
alicuotas de cada muestra fueron valoradas con negro de eriocromo T, a las
cuales se agregaron 0,5 mL de disolucién amortiguadora de amonio/amoniaco a
pH 10 y fueron calentadas a 60 °C por cinco minutos; el cambio de color del

indicador es de vino a azul. Otras tres alicuotas fueron valoradas usando calcon,
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para lo cual se agregaron 0,5 mL de hidréxido de potasio 1 mol*L™; en este caso
se agrego el titulante hasta observar el cambio de vire; se permitioé la disolucién
del calcio precipitado (ya que una pequefia cantidad lo hace —Vogel, 1978-) por
cinco minutos, y se agrego titulante hasta que la coloraciéon azulada permanecié
constante. De la misma manera, se analizaron tres blancos para cada caso para

introducir la correccién por punto final.

La concentracion fue calculada considerando una reaccion 1:1 con el EDTA
(Seccion 2.1.1) La concentracion de calcio fue determinada de manera directa,
mientras que la de magnesio fue obtenida por la diferencia entre las dos

valoraciones.
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En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante el trabajo
experimental asi como su interpretacion, tanto dentro del laboratorio como en
campo. Se exponen las metodologias desarrolladas para la cuantificacion de
bicarbonato por volumetria directa y volumetria por retroceso, asi como la
metodologia establecida para la cuantificacion de los iones litio, sodio, potasio,
magnesio y calcio, exponiendo el problema de cuantificacion de amonio por el
mismo método Y justificando que el mismo sea despreciable para la cuantificacion
de los demés iones. A su vez, se presenta la validaciéon de cada método y el
resultado de éstos.

Por ultimo, se exponen los resultados del trabajo realizado en campo en el area de
Bahia Concepcioén, Baja California Sur, asi como la cuantificacion de los iones,
mostrando dos metodologias alternas: volumetria por complejos para calcio y
magnesio, y flamometria para litio, sodio, potasio y calcio.

4.1 Cuantificacion de bicarbonato.

4.1.1 Desarrollo de las metodologias.

4.1.1.1 Volumetria directa.

Para el desarrollo, se obtuvieron las respuestas analiticas de la cuantificacion de
bicarbonato en un estandar de 120 mg*L’ de bicarbonato de sodio. Cada
experimento fue leido por triplicado, obteniendo el porcentaje de recobro como
respuesta indirecta para homogeneizar los resultados, ya que cada experimento
se realizd con un estandar preparado por pesada independiente. El analisis de
datos para el desarrollo experimental de 3 factores a dos niveles representa en la
Tabla 12.
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Tabla 12. Parametros obtenidos mediante el disefio experimental. En esta tabla se aprecia la suma

de los resultados obtenidos para el porcentaje de recobro de las tres determinaciones que se

hicieron a la concentracién 120mg*L™ de bicarbonato, en ocho experimentos diferentes. El signo
hace referencia al nivel bajo (-1) o alto (+).
Experimento A B C AB AC BC ABC
1 292,84 -292,84 -292,84 -292,84 -292,84 292,84 292,84
2 -292,14 -292,14 -292,14 292,14 292,14 292,14 -292,14
3 284,84 284,84 -284,84 284,84 -284,84 -284,84 -284,84
4 -284,06 284,06 -284,06 -284,06 284,06 -284,06 284,06
5 292,99 -292,98 292,99 -292,99 292,99 -292,99 -292,99
6 -293,54 -293,54 293,54 293,54 -293,54 -293,54 293,54
7 283,06 283,06 283,06 283,06 283,06 283,06 283,06
8 -282,37 282,37 282,37 -282,37 -282,37 282,37 -282,37
() -1152,10 1134,32 1151,95 -1152,24  -1153,59 1150,41 -1152,33
X(-) 1153,73 -1171,51  -1153,88 1153,58 1152,24  -1155,42 1153,49
Diferencia 1,63 -37,19 -1,94 1,33 -1,35 -5,01 1,16
Efecto 0,14 -3,10 -0,16 0,11 -0,11 -0,42 0,10
Suma de 0,11 57,61 0,16 0,07 0,08 1.05 0,06
Cuadrados
Coeficiente 0,07 -1,55 -0,08 0,06 -0,06 -0,21 0,04

A: Concentracion del acido clorhidrico: 0,01 mmol*L™ (-1), 0,1 mmol*L™ (+1).

B: aparato: micropipeta 200 pL (-1), bureta digital 50,0 mL (+1).

C: Indicador: rojo de metilo (-1); anaranjado de metilo (+1)

Una vez obtenidos los coeficientes y tomando como primer coeficiente el promedio

de todas las respuestas entre el nimero de datos, se tiene la siguiente ecuacion:

Y =96,08+0,07A-1,55B-0,08C+0,06AB-0,06AC-0,21BC+0,04ABC

[17]

En donde A, B y C son los factores establecidos. Con esta ecuacion puede

trabajarse para mejorar la respuesta, basados en los resultados del analisis de

varianza, en donde se observo que el instrumento presenta una mayor influencia

en la cuantificacion del i6n bicarbonato, tomando en cuenta una F al 95,0 % de

confianza (tabla 13):
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Tabla 13. Analisis de varianza para el disefio experimental con un total de 8 experimentos
realizados por triplicado (N = 24). El valor de F se comparé contra un valor de tablas al 95,0 % de
confianza, en donde la influencia del factor B presento una diferencia significativa para el valor de
la respuesta obtenido.

Factor SC GL SCM F
A 0,11 1 0,11 0,26
B 57,61 1 57,61 135,33
C 0,16 1 0,16 0,37
AB 0,07 1 0,07 0,17
AC 0,08 1 0,08 0,18
BC 1,05 1 1,05 2,46
ABC 0,06 1 0,06 0,13
ERROR 0,43 16 0,43
TOTAL 59,56 23 59,56

SC: Suma de cuadrados.
GL: grados de libertad.
SCM: Suma de cuadrados medios

F: Valor de la prueba F en el analisis de varianza

De acuerdo a la gréfica de variables (Fig. 17), se observa que el punto de mayor
porcentaje de recobro es en A=-1, B=-1 y C=1, indicado como vértice C, con un
valor promedio de 97,8 %.

BC
(94,1%) ABC
(94,4%)
B
(94,7%) AB
(95,0%)
c AC
(97,8%) (97.7%)
1 A
(97,4%) (97,6%)

Figura 17. Gréfica obtenida para el disefio experimental. El vértice 1 corresponde al experimento en donde se
emplean los niveles negativos (bajos) de las variables. En cada vértice se presenta el porcentaje de recobro

obtenido mediante la ecuacién 11 (ver Capitulo 3). En el vértice C se aprecia el porcentaje de recobro mayor.

Debido a que se trata de una variable discreta (sélo puede tener los valores
asignados) se fijo el valor de B, escogiendo como aparato la micropipeta; la

variable C (indicador), se le asignaron valores de -1 y 1. Las graficas de la Fig. 18
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presentan los porcentajes de recobro resultantes con la variacion de la
concentracion del &cido dentro del intervalo de trabajo (0,01 a 0,1 mol*L™). Se
observd que las condiciones que presentan un mayor recobro son aquellos con
una concentracién 0,01 mmol*L™ del 4cido y anaranjado de metilo como indicador.
A su vez, en el caso del rojo de metilo se tiene una tendencia a aumentar el
porcentaje de recobro a una concentracion mayor del acido; uno de los problemas
gue se observan al aumentar la concentracion del agente titulante, es que se
disminuye la cantidad de volumen utilizado del mismo, aumentando las
posibilidades de error en la cuantificacion. Por tanto se decidié utilizar anaranjado
de metilo como indicador, lo que permite reducir el error por un volumen, asi como
una concentracion de acido clorhidrico pequefia. Para evitar problemas de
variacion en cuanto a la concentracién del acido preparado en el laboratorio, se
decidié trabajar a una concentracién de 0,02 a 0,025 mmol*L™, en donde aln se

observa un porcentaje de recobro aceptable (Fig. 18B).

Rojo de metilo A Anaranjqdo de metilo
97.65 1 a7.9 B
976 | *
29755 | . g .
g . g 978 .,
59?5- o ! &= 9175 ",‘
8745 4 -
- * #= a9y . .
g4 Lt o7 85 + 2
97.35 0 0.05 0.1 0.18
0 002 004 0068 008 01 012 I 3 s 1
Concentracion HCI [mal*L7) Concentracion HCI (mol*L7)

Figura 18. Gréficas de porcentaje de recobro contra la concentracion de HCI, fijando el aparato en
su valor minimo (micropipeta), en donde se aprecia el comportamiento de la respuesta utilizando el

como indicador A) rojo de metilo y B) anaranjado de metilo, al variar la concentracién del acido.

Por tanto, las condiciones establecidas para el método son:

1. Concentracion de &cido clorhidrico: 0,02 — 0,025 mol*L™, en donde el porcentaje
de recobro es cercano el 98,0%.

2. Instrumento: pipeta 10 — 200 pL.

3. Indicador: anaranjado de metilo.
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Y la metodologia puede resumirse como sigue:

- Colocar 5,0 mL de muestra homogeneizada en un matraz Erlenmeyer de 5
mL

- Agregarle dos gotas de fenolftaleina (para comprobar que no hay presencia
de carbonato); si permanece incolora, se adicionan dos gotas de
anaranjado de metilo; si aparece rosa, se lleva al punto final de fenolftaleina
anotando la cantidad utilizada de acido clorhidrico 0,02 mol*L™ previamente
valorado, para después corregir las concentraciones de bicarbonato y
carbonato. Después de esto, agregar las gotas de anaranjado de metilo.

- Proceder con la valoracién registrando el volumen agregado y el nUmero de
veces que la pipeta fue empleada (calculo de incertidumbre), asi como el
volumen total.

- Calcular la concentracion de bicarbonato en la muestra, afiadiendo el

calculo de la incertidumbre.

De acuerdo a la Norma Mexicana NMX-AA-036-SCFI-2001, “Analisis de agua —
Determinacion de acidez y alcalinidad en aguas naturales, residuales y residuales
tratadas — método de prueba”, define la alcalinidad a “la presencia de sustancias
hidrolizables en agua y que como producto de hidrélisis generan el idén hidroxilo,
como son las bases fuertes y los hidréxidos de metales alcalinotérreos;
contribuyen también en forma importante a la alcalinidad los carbonatos y
fosfatos”. En esta norma, la metodologia para alcalinidad hace referencia al
anaranjado de metilo como indicador, lo que coincide con lo encontrado en el
desarrollo del método. El agua utilizada para la preparacion de soluciones asi
como la cuantificacién en el blanco cumple con las caracteristicas establecidas. La
concentracion de HCI es similar a la presentada aqui, ya que la requerida por la
norma es de 0,02 Eq*L™. La norma también establece que las muestras “pueden
estar sujetas a la accion microbiana y a pérdidas o ganancias de CO, u otros
gases cuando se exponen al aire”, lo que apoya el hecho de que las muestras

deben ser analizadas lo antes posible una vez tomadas, para evitar la presencia
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de errores en la cuantificaciéon (la norma maneja un tiempo maximo de 24 horas y
una temperatura de almacenamiento de 0 a 4°C). Adicionalmente, también

recomienda el uso de fenolftaleina para verificar la presencia de carbonato.

La volumetria a micro escala ofrece la posibilidad de transporte del acido en
recipientes y cantidades pequefas, ya que el gasto del titulante es de cantidades
menores a 5 mL; el problema con la bureta digital, es el volumen de 50,00 mL que
maneja y su incertidumbre asociada a pequefios volimenes, ademas del
transporte del titulante en un frasco mas grande que es acoplado a la bureta (Fig.
10B).

4.1.1.2 Volumetria por retroceso.

El establecimiento de esta metodologia se ajusto a lo obtenido en la metodologia
anterior, asi como las concentraciones esperadas en las muestras, por lo que la

metodologia quedo establecida de la siguiente manera:

- Tomar 5,0 mL de muestra homogeneizada en un matraz Erlenmeyer de 25
mL. Colocar una gota de fenolftaleina para observar presencia de
carbonato (si aparece una disolucién rosa es que se encuentra presente; en
tal caso agregar HCl 0,02 a 0,025 mol*L™* para llevar al punto final,
anotando el volumen de acido utilizado).

- Con ayuda de una bureta de 10,0 mL, agregar 2,5 mL de HCI de
concentracion entre 0,02 y 0,025 mol*L™.

- Calentar hasta ebulliciébn por 5 minutos. Agitar para liberar el CO, formado.

- Titular el HCI restante con NaOH 0,02 a 0,025 mol*L™. Determinar la
cantidad de HCI gastado para llevar el carbonato y bicarbonato presente a
CO,, evaluando como cantidad de bicarbonato total, tomando en cuenta el

volumen gastado por el blanco como referencia.
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- Realizar la metodologia por triplicado para cada muestra, asi como para el
blanco.

Este método establecido es similar al reportado para el andlisis de bicarbonato
establecido por Nicholson (1993); la diferencia con el autor radica en la extracciéon
del CO, de la muestra, ya que en el método de la literatura se elimina al burbujear
aire libre de CO,, mientras que aqui se emplea calor. Mediante la validacion se

busco establecer que el sistema es confiable.

4.1.2 Validacion de los dos sistemas.

Una vez establecidas las metodologias para la cuantificacion de bicarbonato, se
procede a validarlas. La normalizacion tanto del acido clorhidrico como del
hidréxido de sodio empleados se llevé a cabo como se explica en el Apéndice 7.2,
determinando la incertidumbre de dicha concentracion (Apéndice 7.4). A su vez,
todos los instrumentos fueron calibrados antes de su uso (Apéndice 7.1), y se
determiné la pérdida al secado del bicarbonato de sodio (Apéndice 7.5). Debe
recordarse que los criterios de aceptacion fueron tomados de Garcia, et al. (2002).

Precision.
Para la prueba de precision, se analizaron 6 muestras de agua de mar con el

procedimiento establecido, dando como resultado lo siguiente (Tabla 14):

Tabla 14. Resultados de la prueba de precision para las dos metodologias de cuantificacion de

bicarbonato.

i Concentracion del Desviacion Estandar Coeficiente de
Método 4 4 o
agua de mar (mg*L™) (mg*L™) variacion
Volumetria directa 142,29+7,01 2,22 15%
Volumetria en
127,46+17,28 0,00 0,0%
retroceso
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Como se observa, ambos meétodos se encuentran dentro del valor establecido por
la Guia de Validacion, con un coeficiente de variacion menor o igual a 1,5 %,

estableciendo que ambos métodos son precisos.

Linealidad del sistema.

Se prepararon 6 estandares a diferentes niveles de concentracion, y se llevd a
cabo la valoracion de los mismos. En la Tabla 15 se observa la respuesta dada en
volumen de acido clorhidrico gastado en funcion de la concentracién del analito.
Para verificar que Unicamente se valora bicarbonato, se realiz6 la prueba de la
fenolftaleina para ambos casos, resultando negativa. La Fig. 19 presenta las

gréficas correspondientes.

Tabla 15. Volumen promedio utilizado de una disolucién de &cido clorhidrico empleado para

distintos estandares de bicarbonato en los métodos de cuantificacion directo y por retroceso.

L Cantidad (mL) de &cido clorhidrico 0,02 mmol*L™ gastado
Estandar (mg*L™) :
Volumetria directa Volumetria por retroceso
30 0,10 0,07
60 0,20 0,13
120 0,43 0,34
150 0,55 0,48
300 1,05 0,96
600 2,10 2,00
25 ; =25
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Figura 19. Graficas obtenidas para la linealidad del sistema de A) volumetria directa y B)
volumetria por retroceso para la cuantificacion de bicarbonato. N6tese que los datos analizados
presentan una tendencia lineal.
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La tabla 16 muestra los resultados de las regresiones lineales para los dos

sistemas, obtenidas a partir del método de minimos cuadrados (Apendice 7.3):

Tabla 16. Caracteristicas de las regresiones lineales establecidas para los métodos de

cuantificacién de bicarbonato utilizando el método de minimos cuadrados.

) Intervalo de o
i Pendiente ) Ordenada al Coeficiente de
Método 1 confianza ) L,
(mL*L*mg™) 1 origen (mL) determinacion r
(mL*L*mg™)
Volumetria
) 0,0035 0,0033 - 0,0037 0,0031 0,99
directa
Volumetria por
0,0034 0,0033 - 0,0036 0,0500 0,99
retroceso

En las dos metodologias, tanto el coeficiente de determinacién como el intervalo
para la pendiente presentan que el sistema es lineal, ya que el coeficiente es
mayor a 0,98 y el intervalo de confianza para la pendiente no incluye el cero. A su
vez, esto sustenta la prueba de especificidad, que para el caso de métodos

volumétricos, se observa mediante la linealidad del sistema y su exactitud.

Exactitud y repetibilidad.

Se tomaron 2,0 mL de la muestra previamente homogeneizada, y se agregé una
disolucién estandar de 300 mg*mL™ con ayuda de una bureta de 10,0 mL,
tomando 1,45 mL para el método de volumetria directa 'y 1,4 mL para el método de
volumetria por retroceso, para simular la cantidad de bicarbonato presente en 5,0
mL de muestra. La cuantificacion se realiz6 por triplicado. Utilizando las
concentraciones obtenidas para la muestra por ambas vias durante la prueba de

precision, se encontraron los resultados mostrados en la Tabla 17.
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Tabla 17. Resultados de exactitud y repetibilidad para los métodos de cuantificacion de

bicarbonato.

Método Cantidad (mg*mL™) Cantidad (mg*mL™) cV Porcentaje de
adicionada recuperada recobro

Volumetria 145,17 144,10+£7,13 0,0 % 99,3 %

directa

Volumetria  por 136,98 135,96+18,19 0,0% 99,3 %

retroceso

CV: Coeficiente de variacion.

En ambas metodologias, el porcentaje de recobro esta dentro del 98,0 — 102,0%,
por lo que el método es exacto; a su vez, no se presentd una coeficiente de
variacion, dando como resultado que también es repetible. Esta prueba, al igual

gue la linealidad del sistema, respaldan la especificidad de los sistemas.

Linealidad del método.

Para esta prueba se agregaron a 2,0 mL de muestra de agua de mar 1, 1,45y 2
mL de estandar 300 mg*L™" de bicarbonato empleado para la prueba de exactitud
y repetibilidad, dando lugar a tres niveles de concentracion. La Tabla 18 indica el
recobro obtenido para las concentraciones adicionadas para los métodos de
volumetria directa y volumetria por retroceso. La Fig. 20 muestra la cantidad

obtenida contra la cantidad adicionada.

Tabla 18. Datos promedio obtenidos para la linealidad de la cuantificacion de bicarbonato por dos

metodologias diferentes.

Cantidad (mg*L™) Cantidad (mL*L™) Porcentaje de
esperada recuperada recobro

Volumetria directa 123,93 122,95 99,2
151,29 152,91 101,1
185,16 185,87 100,4
Volumetria por 112,67 114,77 101,9
retroceso 140,02 138,94 99,2
173,18 175,19 100,8
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Figura 20. Gréficas de linealidad del método de cuantificacion de bicarbonato por A) volumetria

directa y B) por volumetria en retroceso

La Tabla 19 indica las caracteristicas de la regresion lineal obtenida por el método

de los minimos cuadrados para las dos metodologias.

Tabla 19. Caracteristicas de las regresiones lineales establecidas para la linealidad del método.

Método Pendiente IC Ordenada IC r® CV de la %R cv
al origen regresion

Volumetria | 1,03 0,59 -3,49 0,99

directa 1,47

Volumetria | 0,99 0,29 2,16 0,99 18% 100,3% 1,3%

por 1,69

retroceso

IC: Intervalo de confianza
r’: Coeficiente de determinacion
CV: coeficiente de variacion

%R: porcentaje de recobro promedio

Precision intermedia

La precision intermedia se evalud utilizando un estandar de 120 mg*L™ de

bicarbonato preparado por triplicado por dos analistas, en tres dias diferentes,

obteniendo la Tabla 20.
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Tabla 20. Resultados de precision intermedia para la cuantificacién de bicarbonato por dos

metodologias diferentes.

Concentracion ] o
| 4 ] Porcentaje de Coeficiente de
Método (mg*mL™) obtenida ) L
) recobro promedio variacion
promedio

Volumetria directa 121,3145,60 101,3 1,4 %
Volumetria por

98,4 0,9 %
retroceso

Con lo cual se establece que el sistema es preciso entre diferentes analistas.

Limite de deteccién y Limite de cuantificacion

Tanto el limite de deteccion como el de cuantificacion fueron obtenidos de acuerdo
a la desviacion estandar de la regresion, obtenida para la prueba de linealidad del
sistema. Los limites obtenidos mediante las ecuaciones [13] y [14] se encuentran
en la Tabla 21.

Tabla 21. Limites de deteccién y cuantificaciéon para la determinacion de bicarbonato por los

métodos de volumetria directa y volumetria por retroceso.

Método Limite de deteccién (mg*L™) Limite de cuantificacion
(mg*L™)

Volumetria directa 3.64+0,03 11,02+0,09

Volumetria por retroceso ‘ 9,11+0,18 27,61+0,53

Aungue estas concentraciones son minimas, necesita tomarse en cuenta el error
por el indicador. Para el caso de la volumetria directa, el error dado se corrige
mediante del empleo de un blanco, lo cual indica que la concentracibn minima
detectable debe ser mayor a la equivalencia del volumen gastado por el blanco, el
cual se ha visto que fluctia entre los 0,04 y 0,06 mL de HCI 0,025 mol*L™,
equivalente a 12,23 y 18,34 mg*L™.

Al contrario de la técnica por volumetria directa, en la volumetria por retroceso los

limites no son dados por la detecciéon correcta del punto final, lo cual permitira
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discriminar entre el gasto del blanco, en donde la reaccién se lleva a cabo entre el
acido y la base fuerte, y una concentracion pequefia de bicarbonato, que implica

un pequefio gasto de acido fuerte.

Por tanto se puede asumir mediante los resultados, que ambos métodos son
confiables para la cuantificacion del i6n bicarbonato en muestras de agua,
considerando los intervalos establecidos en las pruebas de linealidad. En dicho
intervalo pueden incluirse muestras de agua dulce, agua hidrotermal y agua de
mar. Se debe tomar en cuenta que la determinacion debe realizarse
inmediatamente después de la obtencion de la muestra para evitar la interaccion

con el CO, atmosférico y cometer errores en la evaluacion.

4.1.3 Equivalencia de las metodologias para la cuantificacion de bicarbonato.

Para verificar que ambas metodologias son equivalentes entre si para la
cuantificacion de bicarbonato en agua hidrotermal, fue necesario comparar su
exactitud, precision y la linealidad del método. Los resultados se presentan a

continuacion.

Exactitud y repetibilidad
Para comparar las metodologias, se realizdé una prueba de F, obteniendo:

Intervalo de confianza para la diferencia entre varianzas: 0,07 a 6,56

Intervalo de confianza para la diferencia entre medias: -0,52 a 1,12 mg*L™

El intervalo de confianzas para la varianza incluye la unidad, mientras que el
intervalo para las medias incluye el cero, por lo que el ambos métodos son

repetibles en exactitud.

Facultad de Quimica 79



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo IV. Resultados y discusién
Repetibilidad entre linealidad del método

En esta evaluacioén, se obtuvieron:

Intervalo de confianza entre pendientes: -0,17 a 0,25
Intervalo de confianza entre ordenadas: -37,17 a 25,88 mg+*L™*
Intervalo de confianza entre varianzas: 4,90 a 94,46

Intervalo de confianza entre medias: 0,83 a 1,47 mg*L™

Tanto los intervalos para las pendientes y las ordenadas incluyen el cero, por lo
cual su linealidad es repetible. Aunque el intervalo de varianzas y medias no
incluyen la unidad, se acepta que los métodos son equivalentes, ya que el
porcentaje de recobro para ambos casos se encuentran dentro de lo establecido,
en un intervalo del 98,0 al 102,0%.

Repetibilidad entre precision del método (precision intermedia)

Se obtuvo el intervalo de confianza para la varianza siguiendo la prueba de F:

Intervalo de confianza para la varianza: 0,35 a 17,81.

El intervalo incluye a la unidad, comprobando la repetibilidad en precision de

ambos sistemas.

En base a estos tres parametros, ambos sistemas pueden utilizarse
indistintamente para la cuantificacion de bicarbonato. Los dos sistemas son

confiables para su uso en campo, ademas de que permiten varias ventajas:

- El volumen utilizado de muestra es minimo, por lo que se facilita su toma.
- Los instrumentos empleados son lo suficientemente resistentes para su

transporte, lo que facilita en gran medida su uso en campo.
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El método de cuantificacién por retroceso puede utilizarse mayormente con
aquellas muestras que presentan una temperatura mayor a la ambiental, ya
que evita la fase de calentamiento para retirar el CO, disuelto.
La cantidad que se emplea de los agentes titulantes asi como de indicador
es minima, por lo que el transporte de los mismos al campo se hace mas
comodo y seguro, permitiendo el empleo de envases de polivinilo de 200

mL.

Las desventajas de los sistemas establecidos son:

El equipo empleado debe estar perfectamente calibrado, ya que del
volumen real de descarga dependen la precision y exactitud del método,
incluyendo la incertidumbre, por las cantidades que se manejan.

El analista debe estar familiarizado con el uso de las micropipetas para
evitar errores en la toma y descarga de volumenes con las mismas, asi
como destreza para detectar con un error minimo el punto final, por lo que

debe tener experiencia con el indicador establecido.

Estas desventajas pueden eliminarse con una experimentacion correcta y

cuidadosa, con lo que puede llegarse al grado de confiabilidad establecido en el

presente estudio.

4.2

Cuantificacion de cationes

4.2.1 Establecimiento del método de cromatografia idnica

Fase 1: Primera eleccion de fase movil.

Se probaron varias fases méviles compatibles con la columna empleada. El orden

de elucion de los iones fue: Litio, Sodio, Amonio, Potasio, Magnesio y Calcio. Las

Fig. 21, 22 y 23 muestran los cromatogramas obtenidos con cada fase.
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Figura 21. Cromatogramas obtenidos para diferentes fases moviles durante la fase 1 de desarrollo. El pico o
picos no numerados se deben a la fase movil. El orden de elucion es: 1, litio; 2, sodio; 3, amonio; 4, potasio; 5,
magnesio y 6, calcio. A) Acido metanosulfonico 9 mmol*L-1, B) Acido metanosulfénico 4,5 mmol+L?, C) Acido

metanosulfénico 3 mmol*L™, D), Acido oxalico 2,5 mmol*L™, E) Acido oxalico 3,42 mmol*L™.
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Figura 22. Cromatogramas obtenidos para diferentes fases moviles durante la fase 1 de desarrollo. El pico o
picos no numerados se deben a la fase movil. El orden de elucién es: 1, litio; 2, sodio; 3, amonio; 4, potasio; 5,
magnesio y 6, calcio. F) Acido tartarico 3 mmol*L?, acido oxalico 2 mmol*L?, G) Acido tartarico 2 mmol*L?,

acido oxalico 1 mmol*L™ y H) Acido clorhidrico 5 mmol*L™; 1) Acido nitrico 4 mmol*L™, metanol 30 % (v/v).
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Figura 23. Cromatogramas obtenidos para diferentes fases moviles durante la fase 1 de desarrollo. El pico o

picos no numerados se deben a la fase movil. El orden de elucién es: 1, litio; 2, sodio; 3, amonio; 4, potasio; 5,

magnesio y 6, calcio J) Acido nitrico 2 mmol*L™, metanol 15 % (V/Iv).

En la Tabla 22, se dan las condiciones del equipo con cada fase movil. La

conductividad hace referencia a la polaridad de la fase: cuando menor es la

conductividad total, menor es la polaridad de la fase.

Tabla 22. Condiciones obtenidas para diferentes fases moviles.

Tiempo (min) Tiempo Conductividad
L p (min) total Presion (psi)
Fase mévil aproximado de $m g1
. muerto (uS*cm™) del de labomba
corrida
detector
QA%?;’OTISFF”OS“”O”'CO 3,00 1,41 6792 1175
Aélcédr‘r’] ;“Oefl";‘_’?f’su”on'co 9,00 1.33 3500 1197
/;Cr'ﬁr% g?ffﬁ‘”os“'fon'co 14,00 1,35 2527 857
Acido oxalico 2,5 mmol*L™ 12,00 1,20 2580 880
Acido oxalico 3,42 11,00 1,31 2751 1151
Acido tartarico 3 mmol*L™
acido oxalico 2 mmol*L™ . 15,00 1,38 2304 801
Acido tartarico 2 mmol*L™,
4cido oxalico 1 mmol*L™ 27,00 1.00 1409 582
ﬁ%‘q‘i‘l’{!?rh'd”co 5 8,00 1,34 3490 1007
Acido nitrico 4 mmol*L™,
rpetanol 30 % (V/v) 1 13,00 1,60 2200 1249
. e .
Acido nitrico 2 mmol*L™, 17,00 158 1433 1016

metanol 15 % (v/v)

También se determinaron los parametros cromatograficos: factor de capacidad

(ecuacion [3]); factor de selectividad (ecuacion [4]), y factor de resolucion

(ecuacion [5]). Los resultados se muestran en las Tabla 23y 24.
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Tabla 23. Parametros cromatograficos con diferentes fases méviles en la fase 1 de desarrollo.
Cationes

Fase movil Parametro Litio Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio
Acido metanosulfénico Tr' (min) NR NR 0,46 0,74 1,09 1,34
9 mmol*L™ k NR NR 0,32 0,53 0,77 1,23
a NR NR 1,63 1,47 1,23
Rs NR NR 0,92 1,36 0,43
Acido metanosulfénico Tr' (min) 1,12 1,52 1,77 2,47 4,99 6,27
4,5 mmol*L™ k 1,16 1,53 1,82 2,43 6,80 8,53
a 1,32 1,19 1,34 2,80 1,25
Rs 0,96 0,54 0,88 2,27 0,95
Acido metanosulfénico Tr' (min) 1,27 2,07 2,45 3,28 9,18 11,52
3mmol*L™ k 1,16 1,53 1,82 2,43 6,80 8,53
a 1,32 1,19 1,34 2,80 1,25
Rs 0,98 0,69 0,93 3,32 0,99
Acido oxalico Tr' (min) 1,65 2,18 2,57 3,55 7,88 10,33
2,5 mmol*L™ k 1,36 1,82 2,14 3,96 6,57 8,61
a 1,34 1,18 1,38 2,22 1,31
Rs 1,00 0,68 1,28 3,51 1,41
Tr' (min) 1,47 1,96 2,31 3,09 7,34 9,24
Acido oxalico 3,42 k 1,12 1,49 1,75 2,36 5,60 7,05
mmol*L™ a 133 117 1,35 237 1,26
Rs 1,00 0,66 0,93 2,73 1,00
Tr' (min) 1,69 2,25 2,69 3,60 10,20 12,95
Acido tartarico 3 mmol*L?, | K 106 141 1,68 2,25 6,38 8,09
acido oxalico 2 mmol*L™ |4 1,33 1,20 1,34 2,83 1,27
Rs 0,97 0,69 0,66 2,91 1,02
Tr' (min) 2,38 3,10 3,63 4,82 20,47 25,70
Acido tartarico 2 mmol*L?, |k 2,38 3,10 3,63 4,82 20,47 25,70
acido oxalico 1 mmol*L™ a 1,30 1,17 1,33 4,25 1,26
Rs 1,10 0,69 0,97 5,25 1,25
Acido clorhidrico Tr' (min) 1,12 1,51 1,79 2,42 5,04 6,32
5 mmol*L™ k 0,83 1,11 1,32 1,78 3,71 4,65
a 1,34 1,19 1,35 2,08 1,26
Rs 1,02 0,68 0,76 1,83 0,83
NR: no resuelto Tr': tiempo de retencién corregido
k: capacidad a: selectividad Rs: resolucion.
Facultad de Quimica 85



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo IV. Resultados y discusién

Tabla 24. Parametros cromatograficos con diferentes fases méviles en la fase 1 de desarrollo.

Cationes

Fase movil Parametro Litio Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio

Tr' (min) 1,42 2,07 2,40 3,77 8,32 10,72
Acido nitrico 4 mmol*L?, |k 0,89 1,29 1,50 2,35 5,20 6,07
metanol 30 % (v/v) a 1,46 116 1,57 2,21 1,29

Rs 1,15 0,43 0,85 2,05 1,03

Tr' (min) 1,69 2,34 2,77 3,97 12,34 15,27
Acido nitrico 2 mmol*L?, |k 1,07 1,48 1,75 2,51 7,81 9,67
metanol 15 % (v/v) a 1,38 1,19 1,43 3,11 1,24

Rs 1,15 0,59 0,96 4,58 1,37
NR: no resuelto Tr': tiempo de retencidn corregido
k: capacidad a: selectividad Rs: resolucion.

En base a los resultados obtenidos, se decidié trabajar con la fase mavil de acido
nitrico 2 mmol*L™ con metanol 15 % v/v, ya que fue la que presenté una mejor
resolucion para el caso de los iones litio, sodio, amonio y potasio, cuya separacion
se dificulta debido a sus caracteristicas similares. A su vez, el tiempo de corrida
que presentd se encuentra dentro de los valores medios, lo que puede agilizar el

analisis de muestras de forma rutinaria.

Aunque el acido oxalico presentd valores similares en cuanto a la separacion y un
tiempo de corrida menor, la fase de &cido nitrico 2 mmol*L™* con metanol 15 %v/v
permite utilizar el modificador orgéanico para variar la polaridad de la fase. Ademas,
durante el trabajo rutinario, la misma fase permitié la estabilidad del equipo en un

tiempo menor.

Fase 2: Ajuste de condiciones cromatogréficas

A partir de la fase anterior, se decidi6 fijar la concentracion del &cido nitrico para
manejar como variables: concentracion de metanol (alteracion de polaridad), entre
15y 25 %; flujo de 0,8 a 1,2 mL*min™, y temperatura de 35 a 45 °C. Se aumento la
concentracion de los cationes, para tener una idea mas cercana sobre lo que
ocurriria con una muestra de agua hidrotermal de acuerdo al apartado 3.2.1. Las

Fig. 24 y 25 muestran los cromatogramas obtenidos.
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Figura 24. Cromatogramas obtenidos durante la segunda fase del desarrollo. El orden de elucion es: 1, litio; 2,

sodio; 3, amonio; 4, potasio; 5, magnesio; 6, calcio. A) Fase movil acido nitrico 2 mM y metanol 15 % (v/v), a
35 °C y un flujo de 0,8 mL*min’?; B) Fase movil &cido nitrico 2 mM y metanol 15 % (v/v), a 35 °C y un flujo de
1,2 mL*min™; C) fase movil &cido nitrico 2 mM y metanol 15 %( v/v), a 45 °C y un flujo de 0,8 mL*min™; D)

fase moévil 4cido nitrico 2 mM y metanol 15 % (v/v), a 45 °C y un flujo de 1,2 mL*min™.
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Figura 25. Cromatogramas obtenidos durante la segunda fase del desarrollo. El orden de elucion es: 1, litio;
2, sodio; 3, amonio; 4, potasio; 5, magnesio; 6, calcio. Los cromatograma son obtenidos con: E) fase mévil
acido nitrico 2 mM y metanol 30 %v/v, a 35 °C y un flujo de 0,8 mL*min™; F) fase movil &cido nitrico 2 mM y
metanol 30 %v/v, a 35 °C y un flujo de 1,2 mL*min'l; G) fase mavil &cido nitrico 2 mM y metanol 30 %v/v, a 45
°C y un flujo de 0,8 mL*min; H) fase mévil acido nitrico 2 mM y metanol 30 %v/v, a 45 °C y un flujo de 1,2
mL*min"; 1) fase mévil acido nitrico 2 mM y etanol 30% v/v, a 35 °C y un flujo de 0,8 mL*min™; J) fase movil
acido nitrico 2 mM y etanol 30 %v/v, a 35 °C y un flujo de 1,2 mL*min™; K) fase mévil acido nitrico 2 mM y
etanol 30%v/v, a 45 °C y un flujo de 0,8 mL*min?; L) fase movil acido nitrico 2 mM y etanol 30%v/v, a 45 °C y

un flujo de 1,2 mL*min™.

Las condiciones instrumentales obtenidas para cada experimento, incluyendo el

tiempo de corrida, se presentan en la Tabla 24.
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Tabla 24. Condiciones instrumentales obtenidos para cada experimento en la fase 2 del desarrollo

de la metodologia de cromatografia idnica para la cuantificacion de cationes.

Temperatura Tiempo »
o Flujo Tiempo (min) ) Presion  Conductividad
Fase movil (°C) L (min) L
(mL*min™) de corrida (psi) (uS*cm™) total
muerto
35 0,8 9,0 1,63 786 808
HNO3z 2 mmol*L™, 1.2 8,0 1,11 1152 810
metanol 15 %v/v 45 0,8 11,0 1,53 666 918
1,2 8,0 1,11 1011 908
35 0,8 11,0 1,63 887 653
HNO; 2 mmol*L™, 1,2 7,5 1,19 1324 656
metanol 30 %v/v 45 0,8 11,0 1,60 750 751
1,2 7,0 1,60 1162 738
35 0,8 8,5 1,66 1089 597
HNO; 2 mmol*L™, 1,2 6,0 1,15 1562 604
etanol 30 %v/v 45 0,8 9,0 1,60 990 707
1,2 9,0 1,10 1479 712

En cuanto a los pardmetros cromatograficos, las Tablas 25, 26 y 27 presentan los

valores resultantes.

Tabla 25. Parametros cromatograficos determinados para diferentes fases madviles durante la fase

2 del desarrollo.

o Flujo
Fase movil (°C) (mL*nJ1in'1) Parametro Litio Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio
tr'(min) 1,74 2,34 2,59 3,29 7,54 9,32
0.8 k 1,07 1,43 1,59 2,02 4,62 5,72
a 1,35 1,11 1,27 2,29 1,24
HNO, 2 mmorL™, [ o Rs 0,77 041 058 2,42 0,67
metanol 15 %viv tr'(min) 1,24 156 1,72 2,19 5,06 6,26
12 k 1,12 1,40 1,55 1,97 4,56 5,64
a 1,26 1,11 1,27 2,31 1,24
Rs 0,58 0,46 0,54 1,88 0,60
NR: no resuelto Tr'; tiempo de retencién corregido
k: capacidad a: selectividad Rs: resolucién
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Tabla 26. Parametros cromatograficos determinados para diferentes fases méviles durante la fase
2 del desarrollo. Fases moviles con metanol.

Fase mévil (°C) Flujp 1 . , , Cationgs , ,

(mL*min™) | parametro | Litio Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio
45 0,8 tr'(min) 1,90 2,35 2,52 3,15 7,70 9,42
k 124 154 1,65 2,06 5,03 6,16

a 124 1,07 1,25 2,44 1,22

HNOs 2 mmol*L™ Rs 061 033 0,68 3,10 0,74
metanol 15 %viv 1,2 tr'(min) 124 152 1,71 2,07 5,16 6,27
k 1,12 137 1,54 1,87 4,65 5,65

a 123 1,12 1,22 2,49 1,22

Rs 057 055 0,57 2,43 0,61
35 0,8 tr'(min) 1,79 2,32 2,49 3,35 6,69 8,37
k 1,10 142 1,53 2,06 4,10 5,14

a 1,30 107 1,35 1,99 1,25

Rs 068 027 0,72 1,76 0,59
1,2 tr'(min) 1,12 152 1,75 2,20 4,45 5,57
k 097 1,32 1,52 1,91 3,87 4,84

a 1,36 1,15 1,26 2,02 1,25

HNOs 2 mmol*L™. Rs 065 056 0,61 1,58 0,51
metanol 30 %viv | 45 0,8 tr'(min) 1,80 2,33 2,58 3,22 7,02 8,65
k 1,13 146 1,61 2,01 4,39 5,41

a 1,30 1,11 1,25 2,18 1,23

Rs 064 044 0,63 1,86 0,64
1,2 tr'(min) 067 1,03 1,18 1,63 4,15 5,25
k 042 065 074 1,02 2,59 3,28

a 1,55 1,15 1,38 2,54 1,27

Rs 0,70 0,39 055 1,77 0,60
tr'(min) 1,54 199 221 3,07 5,14 6,31
08 K 093 120 1,33 1,85 3,10 3,80

a 1,29 111 1,39 1,67 1,23

HNOs 2 mmol Y, | o Rs 060 0,36 1,00 1,49 0,63
etanol 30 %viv tr'(min) 0,98 1,3 1,47 2,0 3,43 4,22
K 086 1,13 1,28 1,74 2,99 3,67

2 a 1,32 113 1,37 1,72 1,23

Rs 059 042 0,96 1,43 0,62

NR: no resuelto Tr'; tiempo de retencién corregido

k: capacidad a: selectividad Rs: resolucion

Facultad de Quimica 90



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo IV. Resultados y discusién

Tabla 27. Parametros cromatograficos determinados para diferentes fases méviles durante la fase
2 del desarrollo.

Fase movil (°C) (mlifil;g?n'l) Parametro Litio Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio

tr'(min) 1,65 2,05 2,27 2,95 5,45 6,58
K 1,03 1,28 1,42 1,84 3,41 4,11

08 a 1,24 111 1,30 1,85 1,21

HNO; 2 mmol*L™, 45 Rs 0,53 042 0,75 1,52 0,56
etanol 30 %viv tr'(min) 1,10 1,37 153 107 3,67 4,43
12 K 1,00 1,24 1,39 1,79 3,33 4,03

a 1,24 1,12 1,28 1,86 1,21

Rs 0,50 0,49 0,73 1,52 0,51

NR: no resuelto Tr’; tiempo de retencién corregido

k: capacidad a: selectividad Rs: resolucién

Al comparar los resultados obtenidos, se decide tomar la mezcla de acido nitrico
con etanol para establecer el método, asi como un flujo de 0,8 mL/min y una
temperatura de 35 °C para el detector y la columna. Esto se decidié debido a que
la resolucion mejora al comparar las fases con 30% v/v del modificador organico;
el metanol presenta una menor separacién entre el sodio y el amonio, asi como

entre el litio y el sodio.

Fase tres: segunda eleccion de fase movil.

En la fase anterior se observé que una temperatura del equipo de 35°C y un flujo
de 0,8 mL*min™ ofrecen una mejor separacién. Se decidi6 trabajar nuevamente
con la polaridad, trabajando a varias concentraciones de etanol. Para cada caso,
se especifica la conductividad total obtenida, que depende del grado de polaridad
de la fase movil.

La Fig. 26 muestra los cromatogramas obtenidos durante esta fase.
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A B

Figura 26. Cromatogramas obtenidos durante la fase tres del desarrollo analitico, variando la concentracion
de etanol en la fase mavil. La mezcla de la fase movil fue acido nitrico 2 mM con etanol A) 5 %v/v, B) 10 %v/v,
C) 15 %vl/v, D) 20 %v/v y E) 25 %v/v.

La Tabla 28 muestra las condiciones del equipo para cada caso ensayado durante
la fase tres. Como se observa, a medida que aumenta la concentracion de etanol
en la fase movil, disminuye la conductividad total del detector, lo que concuerda
con la disminucion de la polaridad de la fase. A su vez, el tiempo de corrida

también disminuye.
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Tabla 28. Condiciones instrumentales para la fase tres del desarrollo del método de cromatografia

iGnica para la cuantificacion de cationes

Concentracion (%v/v) de | Tiempo (min) Tiempo (min) Presion Conductividad
etanol en la fase mévil de corrida muerto (psi) (uS*cm) total
5% 16,0 2,00 769 889
10% 15,0 1,93 856 856
15% 12,0 1,66 964 760
20% 11,0 1,68 1047 704
25% 10,0 1,60 1101 621

La Tabla 29 presenta los parametros cromatograficos para las mezclas de la fase

tres del desarrollo.

Tabla 29. Parametros cromatograficos para las fases probadas durante la fase tres del desarrollo.

Concentracion % (v/v) Cationes
de etanol en la fase Parametro " ) . . : .
movil Litio Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio
tr'(min) 1,78 2,28 2,63 3,35 10,42 13,75
59 k 0,89 1,14 1,32 1,68 5,21 6,88
? a 1,28 1,15 1,27 3,11 1,32
Rs 0,62 0,61 0,37 1,79 0,96
tr'(min) 1,77 2,29 2,60 3,35 9,35 12,54
k 0,92 1,19 1,35 1,74 4,85 6,50
10%
a 1,29 1,14 1,29 2,79 1,34
Rs 0,60 0,56 0,49 1,77 0,92
tr'(min) 1,81 2,32 2,59 3,36 7,69 10,06
15% k 1,09 1,40 1,56 2,02 4,63 6,06
° a 1,29 1,11 1,30 2,29 1,31
Rs 0,63 0,49 0,64 1,49 0,80
tr'(min) 1,70 2,22 2,47 3,29 6,95 9,05
k 1,01 1,32 1,47 1,96 4,14 5,39
20%
a 1,30 1,11 1,33 2,12 1,30
Rs 0,67 0,47 0,73 1,41 0,76
tr'(min) 1,67 2,20 2,40 3,28 6,38 8,25
k 1,04 1,38 1,50 2,05 3,99 5,16
25%
a 1,32 1,09 1,37 1,94 1,29
Rs 0,72 0,35 0,88 1,38 0,73

NR: no resuelto Tr’; tiempo de retencién corregido

k: capacidad a: selectividad

Rs: resolucion
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Debido que en ningun caso se observd una buena separacién del amonio con el
sodio, y a que el primero se espera en una concentracion baja, se optd por
retirarlo del andlisis y considerando componente interferente de la matriz (etapa de

validacion). Por tanto, las condiciones especificadas para el método son:

Fase movil Acido nitrico 2 mM, etanol 25 % v/v
Flujo 0,8 mL*min™

Temperatura de la columna 35 °C

Temperatura del detector 35°C

Sensibilidad del detector 100 uS*cm™

Polaridad del detector Negativa

Una observacion importante acerca de la fase moévil es que la mezcla etanol agua
es exergonica, por lo que genera burbujas de aire. Para evitarlas, se agita la
mezcla durante veinte minutos previo a su filtracion con un equipo millipore vy filtros

de 0,45 pm.

En lo que concierne al cromatograma, se observo que los picos de magnesio y
calcio son los que presentan una mayor asimetria (Fig. 26). Esto se debe a la
saturacion de la columna por dichos iones y el retraso que presentan en la elucion.

4.2.2 Calibracion y validacién del sistema.

Calibracion del sistema.

Una vez establecida la metodologia, es importante llevar a cabo la calibracion, ya
que se utiliza el método de estandar externo para realizar la cuantificacion de las
muestras problema. La calibracion se determiné con los resultados obtenidos por
tres analistas, en tres dias diferentes y tres repeticiones, con un minimo de 5
estandares por curva La Tabla 10 muestra los distintos estandares establecidos

para cada ién. El calcio fue dividido en dos secciones, ya que presenta un cambio
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de pendiente. La Tabla 30 muestra las pendientes y las ordenadas al origen

determinadas para cada caso.

Tabla 30. Ecuaciones obtenidas para las curvas de calibracién de cada i6n analizado por

cromatografia iénica.

6n Intervf'ilo de 4 Pendiente Ordenada al origen
concentracién (mg*L™)
Litio 1-10 579,41+23,48 -142,43+136,67
Sodio 10-130 141,42+2,59 405,72+198,41
Potasio 1-10 151,96+5,86 -0,11+35,02
Magnesio 3-25 243,43+6,63 315,26+100,32
Calcio 1-10 90,09+£3,2 70,72+£19,49
Calcio 10-30 180,08+08 -285,00+188,54

Los datos de la calibracion se introdujeron

utilizada en cuantificaciones posteriores.

Validacion del sistema.

al software, de forma que pueda ser

Una vez realizada la calibracion del sistema, se procede a establecer si el sistema

es adecuado para cuantificar los iones en muestras de agua hidrotermal. Es

importante considerar que tanto el agua de mar (con una salinidad mas alta) como

el agua dulce (de salinidad méas baja) son empleados durante el analisis como

material control del muestreo. La validacion se realiz6 determinando la precision,

linealidad del método y del sistema, ajuste del equipo, especificidad, exactitud,

repetibilidad, precision intermedia, asi como limites de deteccidén y cuantificacion.

Los criterios son tomados de Garcia, et al. (2002).

Precision.

Se analizaron 2 muestras por sextuplicado y en ambas se evallan los cinco iones

(litio, sodio, potasio, magnesio y calcio) Para el agua de mar se maneja la curva de
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calibracién de 1 a 10 mg*L™ de calcio, mientras que para el agua hidrotermal (Los
suefios 6, ver muestreo), se utiliza la curva de 10 a 30 mg*L™* del mismo ién.

La Tabla 31 muestra los resultados para el agua de mar y el agua hidrotermal.
Para el caso del agua hidrotermal, la concentraciéon de litio corresponde al

estandar afadido.

Tabla 31. Resultados de precision para el método de cromatografia i6nica.

Agua de mar Agua hidrotermal
i L Desviacion - Desviacion
cation Con((r:nen:[glcmn Estandar C.v. Concen*trz_aluon Estandar C.v.
g ) (mg*L'l) (mg L ) (mg*L-l)

Litio 199+16 2,48 1,2

Sodio 10788+424 146,00 1.4 8213.71+326.15 123.21 15
Potasio 37817 5,32 1.4 299.63+23.35 2.4 0.8
Magnesio 12816 18,00 1.4 491.88+27.74 6.89 1.4
Calcio 593+7 7,37 1,2 1323.81+98.09 14.56 1.1

Como puede observarse, para todos los cationes analizados, se tiene un
coeficiente de variacion igual o menor al 1,5%, por lo que se establece que el

método es preciso.

Ajuste del sistema.

Se analizé por sextuplicado un estandar con las concentraciones establecidas en
la Tabla 32. A su vez, la tabla muestra el tiempo de retencién para cada ion, asi
como el factor de capacidad (k), el factor de selectividad (a) y la Resoluciéon (Rs)
entre los iones cercanos. El coeficiente de variacion no fue mostrado en la Tabla

32, ya que en todos los casos el valor fue de 0,0%.
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Tabla 32. Resultados obtenidos para el ajuste del sistema.

16n Concentracion T, (min) K o Rs
(mgiL)

Litio 1,00 1,15 1,63 1,36 0,50

Sodio 10,00 1,57 1,19 1,27 0,85

Potasio 1,00 2,87 1,52 1,80 1,44

Magnesio 5,00 5,17 2,75 0,54 0,63

Calcio 10,00 6,19 3,29

Tr’; tiempo de retencién

k: capacidad a: selectividad Rs: resolucién

Aunque los resultados no cumplen con lo especificado, de un valor de k mayor a 2,
Rs mayor a 2, el sistema se acepto, ya que fue el que mejores resultados ofrecio

durante la fase de desarrollo.

Linealidad del sistema.

Se analizé la linealidad de los intervalos de concentracidon establecidos para cada
ion. Los estandares fueron analizados por quintuplicado, obteniendo los resultados
de las Tablas 33 y 34. A su vez, la Fig. 27 presenta los puntos obtenidos para

cada una de las regresiones.

Tabla 33. Resultados de linealidad del sistema para los cationes medidos por cromatografia ionica.

16N Intervalo de Pendiente Ordenada al Intervalo de Coeficiente de
concentracion (pV*s*L*mg'l) origen confianza de determinacion
(mgiL) (MV*s) la pendiente R?
(MV*s*L*mg™)
Litio 1-10 663,57 -360,55 489,70 0,98
837,41
Sodio 10-30 139,76 962,21 128,72 0,99
150,80
Potasio 1-10 119,96 86,01 94,67 0,99
145,25
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Tabla 34. Resultados de linealidad del sistema para los cationes medicos por cromatografia iénica.

Intervalo de Pendiente Ordenada al Intervalo de Coeficiente de
1én concentraciéon (pV*s*L*mg'l) origen confianza de determinacién
(mg/L) (MV*s) la pendiente R®

(uv*s*L*mg™)

Magnesio 3-25 253,63 380,99 218,05 0,99
289,21
Calcio 1-10 81,46 69,92 64,76 0,98
98,16
Calcio 10 -30 182,80 -427,03 150,91 0,99
214,71
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~ 20000 i e
£ - 5000 : ’ - =
2 16000 - A ; . .
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Figura 27. Graficas obtenidas para la linealidad del sistema de cromatografia idnica. A) Linealidad de sodio y

B) linealidad de litio, potasio, magnesio y calcio.

Especificidad.

Como se mencioné en la fase de desarrollo, una de las dificultades que se
presento fue que el método no permite la cuantificacion de amonio. Por tanto se
considera como factor de interferencia para la cuantificacion de sodio. Para
mostrar que su presencia no afecta la cuantificacién del sodio, se probaron por
sextuplicado una muestra de agua de mar no adicionada y otra adicionada con
una concentracién de amonio a 2,8 mg*L™. Los resultados se muestran en la

Tabla 35. Para éste andlisis no se agregd estandar de litio.
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Tabla 35. Resultados obtenidos para la muestra adicionada (A) y no adicionada (B) para la prueba
de especificidad.

A: Adicionada B: No adicionada
Concentracio Desviacion C Concentracio Desviacion cv
n(mg*L")  Estandar (mg*L") V n(mg*L")  Estandar (mg*L™)

Sodio 10864+886 0,02 2, 10553+904 338,32 3,2
1

Potasio 369+14 0,84 3, 367117 11,43 3,1
1

Magnesi 1323+103 0,08 1, 1294+103 27,67 2,1
o] 1

Calcio 600+33 0,71 4, 621+36 12,00 1,9
2

CV: coeficiente de variacién

A partir de dichos datos, se realizé un analisis de diferencia entre dos medias por
una t de Student considerando un 95,0% de confianza, en donde la regla de
decision establecida indica que no hay diferencia significativa Si tcacuiada<tiaplas. LOS
resultados se muestran en la Tabla 36. Los calculos fueron realizados de acuerdo
a la ecuacion [38] mostrada en el Apéndice 7.4.

Tabla 36. Resultados de la prueba de t realizada para la especificidad del sistema.

t Grados tde Interpretacién
calculada de tablas al
Libertad 95,0 %
Sodio 1,71 7 2,37 no hay diferencia
Potasio 0,25 8 2,31 no hay diferencia
Mg%?jf)lo igi 6 2,45 no hay diferencia

Por tanto, no hay diferencia si se adiciona amonio, es decir, el amonio no afecta la

cuantificacion de otros cationes en la muestra.

Exactitud y repetibilidad del método.

Para valorar la exactitud del método se colocaron 0,05 mL de muestra de agua de
mar en un matraz volumétrico de 10 mL, y se adiciond una cantidad determinada
de estandares de litio, sodio, potasio, magnesio y calcio, de modo que se

obtuvieran concentraciones similares a las presentes en 0,1 mL. Las
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concentraciones adicionadas, las recuperadas, asi como su coeficiente de
variacion y su porcentaje de recobro, se muestran en la Tabla 37. Las
concentraciones presentadas se refieren a la dilucion. Al igual que para la
precision, fue necesario analizar tanto el agua de mar como el agua de una
descarga hidrotermal; para el caso del agua hidrotermal, solo se agreg6 estandar
de calcio y litio.

Tabla 37. Resultados de exactitud para una muestra de agua hidrotermal por cromatografia iénica.

6n Litio Sodio Potasio Magnesio Calcio
. %1 -1
Cantidad (mg*L™) | 59 528442  1,9:01 6,3+0,8 29401
muestra
Cantidad | 54101 51,8608  2,1+0.1 6,510,1 2,840,3
estandar (mg*L™)
. -1
Aguade |Cantidad (MQ*L") | 54,61 1047451  4,0:01 12,840,1 5,7+0,4
mar total
. %1 -1
Cantidad (Mg*L") | 54,04 1065443 4,0:03 12,9407 57404
medida
cv 1,6 2,0 1,6 1,0 1,0
% R 99,3 101,8 99,0 101,3 100,0
. %1 -1
Cantidad (mg”L™) | 5 402432  1,5+0,1 2,4+0,3 6,5+0,9
muestra
Cantidad
estandar (mg*L™) 5,0:0,1 9,120,2
Agua ; * L
hidrotermal tcoat‘gl“dad MA*L) | 50401 402432 15401 2,420,3 15,5¢1,2
Cantidad (mg*L™)
i 4,940,4 41,0802  1,540,2 Fuerade 15,716
intervalo de
CcvVv 1,1 2,0 1,6 cuantificacién 0,6
% R 08,8 101,9 102,0 100,9

CV: coeficiente de variaciéon

% R: porcentaje de recobro

Como puede observarse, el porcentaje de recobro para todos los casos se
encuentra entre el 98,0 y 102,0 %, ademas de que se presenta un coeficiente de
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variacion menor o igual a 2,0%, por lo que el método se califica como preciso para

la cuantificacion de cationes en las muestras analizadas.

Linealidad del método.

La linealidad del método califica el porcentaje de recobro a tres niveles de
concentracion de una muestra adicionada, asi como la concordancia entre la
respuesta y la cantidad del analito. En la Tabla 38 se muestran las cantidades
afadidas para los tres niveles de concentracion de cada i6n, asi como la cantidad
recuperada y el porcentaje de recobro con el coeficiente de variacion. Para el

calcio, se utilizaron ambas muestras (agua de mar y agua hidrotermal).

Tabla 38. Porcentaje de recobro para tres diferentes niveles de concentracion para los iones

determinados por cromatografia idnica

Cantidad Cantidad ) Cantidad
i i Cantidad total % Recobro
6n muestra estandar 4 recuperada )
4 4 (mg*L™) 1 Promedio/CV
(mg*L™) (mg*L™) (mg*L™)
4,99+0,40 4,99+0,40 4,95+0,20
Litio 6,00+0,07 6,00+0,07 5,92+0,49 99,4/0,8
8,00+0,08 8,00+0,08 8,02+0,65
26,87+0,27 79,70+4,49 80,91+3,18
Sodio 52,83+4,22 51,83+0,58 104,66+4,80 105,62+5,60 101,1/0,4
69,81+0,75 122,64+4,97 123.67+8,82
1,05+0,02 2,91+0,10 2,96+0,23
Potasio 1,86+0,08 2,12+0,02 3,98+0,10 4,04+0,34 101,4/0,5
2,95+0,03 4,81+0,11 4,85+0,37
3,18+0,04 9,46+0,82 9,69+0,01

Magnesio 6,28+0,78 6,50+0,08 12,78+0,86 12,89+0,78 101,4/0,9
6,96+0,09 13,24+0,87 13,37+0,88

1,39+0,03 4,29+0,11 4,36+0,31

Calcio 2,90+0,08 2,78+0,06 5,69+0,14 5,71+0,42 100,7/0,9
3,41+0,07 6,31+0,15 6,31+0,53
2,00+0,08 8,48+1,05 8,72+0,86

Calcio (agua
6,48+0,97 9,05+0,38 15,53+1,35 15,73+1,55 101,1/1,9

hidrotermal
) 18,12+0,42 24,60+1,39 24,38+2,40
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La Tabla 39 presenta las pendientes y ordenadas con sus intervalos de confianza,

el coeficiente de determinacion y el coeficiente de variacion para la regresion

determinado para cada ion.

Tabla 39. Caracteristicas de las regresiones lineales obtenidas a partir de la linealidad del método.

16n Pendiente Intervalo Ordenada Intervalo de r? Ccv
de (mg*L™) confianza
confianza (mg*L™h)

Litio 1,03 0,76 -0,20 -1,92 0,99 0,7
1,29 1,51

Sodio 0,97 0,78 3,76 -15,57 0,99 04
1,16 23,08

Potasio 0,99 0,91 0,06 -0,28 0,99 0,2
1,08 0,39

Magnesio 0,97 0,41 0,44 -3,08 0,99 0,6
1,53 3,97

Calcio 0,96 0,84 0,19 -0,43 0,99 0,2
1,08 0,83

Calcio (agua | 0,97 0,82 2,59 -2,11 0,99 0,8

hidrotermal) 1,12 3,08

Las Fig. 28 y 29 muestran las diferentes gréaficas obtenidas para la linealidad del

método.
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Figura 28. Gréficas para la linealidad del método de cromarografia iénica. A) Linealidad del sodio, B)
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Figura 29. Linealidad del método para litio, potasio y magnesio.

De acuerdo a los parametros obtenidos el método es lineal para todos los casos
porque:

- El porcentaje de recobro se encuentra entre el 98,0 y 102,0 % y su

coeficiente de variacion es menor a 2,0%.

- Elintervalo de confianza para la pendiente incluye la unidad.

- Elintervalo de confianza para la ordenada incluye el cero.

- El coeficiente de determinacién R? es mayor al 0,98%.

- El coeficiente de variacién para la regresion es menor a 2,0%.

Precision intermedia.

Se evalud la precisién para el sistema entre analistas realizando la cuantificacién
de la dilucién de una muestra de agua de mar a la que se le adiciond estandar de
litio a una concentracién de 5 mg*L™" y la cuantificacion del calcio en la muestra de
agua hidrotermal. Los valores se obtuvieron por triplicado en dos dias diferentes.
La Tabla 40 presenta los resultados obtenidos, indicando la concentracién en la

muestra.
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Tabla 40. Resultados obtenidos para la cuantificacion de los iones por dos analistas.

16N Concentrz_alcién I?esviacién . Coefiqienge de
(mg*L™) Estandar (mg*L™) variacion

Litio 201+17 3,62 1,8

Sodio 11153+460 390,35 3,5

Potasio 378£10 13,60 3,6

Magnesio 13321104 46,62 3,5

Calcio 67650 26,36 3,9

Calcio (agua 1294061263 2070,50 1,6
hidrotermal)

Aunque el coeficiente de variacion es mayor a 2,0 % (a excepcion del litio y el
calcio en agua hidrotermal), se establece que el método es preciso. La variaciéon
entre los valores es causada por varios fendmenos que ocurren entre analistas,
como es el aforo en el material de vidrio, asi como el uso correcto de las
micropipetas, ademas de que la integracion dada por el programa es corregida
manualmente. Para obtener un mejor coeficiente de variacion, debe capacitarse a

los analistas para minimizar este tipo de errores.

Limites de cuantificacion y deteccion.

Se analizaron 3 estandares por triplicado para cada ién, obteniendo la regresién
lineal correspondiente. La Tabla 41 muestra los resultados obtenidos, sefalando la
pendiente y su intervalo de confianza, la ordenada, el coeficiente de determinacion

y los limites correspondientes con su incertidumbre asociada.
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Tabla 41. Limites de deteccion y cuantificacion para el analisis de cationes por cromatografia

iGnica.
. Intervalo de
. Pendiente . Ordenada ) LD LC
6n (Vs Limg™) confianza (WV*s) r (mg*L?) (mg*LY)
s*L*m s m m
H g (UV*s*L*mg™) M g g
480,47
Litio 549,59 -13,68 0,99 0,19+0,002 0,60+0,02
610,71
. 146,50
Sodio 156,26 59,18 0,99 1,39+0,01 4,23+0,04
186,01
) 198,20
Potasio 203,73 -80,60 0,99 0,04+0,0001 0,14+0,001
209,26
262,46
Magnesio 272,22 64,07 0,99 0,15+0,001 0,44+0,002
281,97
Calcio
103,96
(1-10 120,64 43,76 0,99 0,23+0,01 0,70+£0,02
137,32
mg/L)
Calcio
157,50
(10-30 173,62 -399,85 0,99 0,26+0,004 1,77+0,03
189,73
mg/L)

r’: coeficiente de determinacion

LD: limite de deteccién

LC: limite de cuantificacién

Dichos limites de deteccién y cuantificacibn deben

ser tomados en cuenta al

analizar una muestra, cuidando que la concentracién del i6n no sea menor a las

mostradas para los limites. Los limites se aceptan, ya que el intervalo para la

confianza no incluye el cero y el coeficiente de determinacion es mayor a 0,98.

De acuerdo a los resultados obtenidos para la validacion del sistema de

cromatografia idnica, se tiene que el método establecido para la cuantificacién de

litio, sodio, potasio, magnesio y calcio es confiable y puede utilizarse para el

andlisis de muestras de agua hidrotermal con salinidades menores a la del agua

de mar, de aproximadamente 3,5 °/o, (W/w), como el caso del agua de mar y

muestras de agua dulce con una salinidad menor a 0,05 °/yo (W/Ww).
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Una de las dificultades que se presenta con ésta metodologia, es la concentracién
de sodio en las muestras, pues aunque se considerd una dilucion alta para las
muestras de agua de mar (1/100), fue la que permitié cuantificar el litio y el
potasio. Para el caso del litio, se decidié realizar un método de adicion estandar,
ya que se amplian las posibilidades de cuantificarlo. A pesar del problema de
cuantificacion del litio, la gran ventaja con la metodologia propuesta es que
requiere un pequefio volumen para el andlisis de la muestra, ademas de que se
cuantifican los cinco analitos en una misma corrida, por lo que el analisis de la
muestra por cromatografia idnica para cationes lleva un tiempo aproximado de 40

minutos (considerando tres repeticiones).

4.3 Resultados de las muestras.

4.3.1 Identificacion de las muestras.

En la Tabla 42 se muestran los nombres de las muestras obtenidas en el muestreo

en la zona de Bahia Concepcion, asi como la ubicacién de las mismas; la Fig. 30

muestra una imagen de la zona de muestreo de las descargas hidrotermales.

27°15"

image © 2009 DigitalGlobe

Figura 30. Mapas que representas las areas de muestreo de las descargas hidrotermales costeras A), y

muestras de agua dulce. Las muestras de agua de mar se tomaron en la zona de la Bahia.
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Tabla 42. Ubicacién de las muestras obtenidas durante el muestreo en Bahia Concepcion, en

enero del 2009.

Muestra Tipo latitud Longitud
La Posada Agua hidrotermal 26°45°32.2"°'N 111°53'71.7"W
Los Suefios 1 | Agua hidrotermal 26°45'43.5"N  111°53'66.5"W
Los Suefios 2 | Agua hidrotermal 26°45'43.5"N  111°53'66.5"W
Los Suefios 3 | Agua hidrotermal 26°45'43.5"N  111°53'66.5"W
Agua Los Suefios 4 | Agua hidrotermal 26°45'45.9"N  111°53'66.2"W
hidrotermal Los Suefios 5 | Agua hidrotermal 26°45'45.5"N  111°53'66.1"W
Los Suefios 6 [|Agua hidrotermal 26°45'46.5"N  111°53'66.1""'W
Los Suefios 7 | Agua hidrotermal 26°45'46.6"N  111°53'61.0"W
Los Suefios 8 | Agua hidrotermal 26°45'49.4"N  111°53'74.7"W
Los Suefios 9 | Agua hidrotermal 26°45'51.5"N  111°53'57.6"W
Agua de mar | | Agua de mar 26°43'22.2"N  111°53'6.6"W
Agua de mar Agua de mar Il | Agua de mar 26°45'32.2"N  111°53'71.7"W
ﬁlgua demar | \qua de mar 26°4322.2"N  111°53'6.6"W
La Trinidad Agua dulce 26°49'56"N 111°44'16"W
San Ignacio Agua dulce 27°14'17"N 112°51'58"W
Agua dulce Rio Mulegé Agua dulce 26°53'06"N  111°59'11"W
m:'neglgr Agua dulce 26°45'30"N  111°53'41"W

4.3.2 Parametros fisicoquimicos.

En la Tabla 43 se muestran los parametros fisicoquimicos determinados en campo

para cada muestra, como son: temperatura, pH, conductividad y soélidos totales
disueltos (STD).
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Tabla 43. Determinacion de los parametros fisicoquimicos para las muestras en campo

Muestra Temperatura  pH Conductiv!i:iad STD_1 Sal(i)nidad
) (mS*cm") g*L) loo
Agua hidrotermal | La Posada 49,2 7,25 57,21 28,6 21,8
Los Suefios 1 56,1 7,69 51,6 25,8 21,8
Los Suefios 2 56,4 6,80 51,8 25,9 23,0
Los Suefios 3 52,3 6,33 40,1 20,0 18,5
Los Suefios 4 55,7 6,83 49,6 24,8 22,1
Los Suefios 5 50,9 7,18 46,5 23,2 22,0
Los Suefios 6 50,1 6,76 51,0 25,5 23,2
Los Suefios 7 40,6 7,32 46,6 23,2 21,8
Los Suefios 8 57,4 7,36 50,6 25,3 22,9
Los Suefios 9 42,5 7,33 50,6 25,3 24,0
Agua de mar Aguade mar | 19,0 8,51 65,0 32,5 34,1
Aguade mar Il 19,0 8,01 35,0 17,5 38,0
Agua de mar Il 19,0 8,49 64,3 32,2 36,0
Agua dulce La Trinidad 19,0 8,54 2,4 1,2 1,2
San Ignacio 19,0 7,99 13 0,6 0,6
Rio Mulegé 19,0 8,00 19 0,9 0,9
Mulegé 19,0 7,90 1,3 0,6 0,6
manglar

STD: sdlidos totales disueltos.

°lo0:partes por mil

4.3.3 Determinacion de bicarbonato.

La Tabla 44 muestra los resultados para la concentracion de bicarbonato
determinados tanto por volumetria directa, como por volumetria en retroceso, con

sus respectivas incertidumbres.
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Tabla 44. Resultados obtenidos para el bicarbonato presente en las muestras.

Concentraciéon Concentracion

obtenida por

obtenida por

Muestra volumetria en volumetria
retroceso directa

(mg*L™) (mg*mL™)

La Posada 84,58+7,81 82,05+7,58

Los Suefios 1 84,58+7,81 88,3718,16

Los Suefios 2 84,58+7,81 88,37+8,16

Los Suefios 3 66,4616,14 75,74+6,99

Agua Los Suefios 4 84,58+7,81 88,37+8,16
hidrotermal Los Suefios 5 114,79+10,60 94,68+8,74
Los Suefios 6 102,71+9,48 107,30+9,91

Los Suefios 7 84,58+7,81 88,3718,16

Los Suefios 8 78,54+7,25 82,05+7,58
Los Suefios 9 84,58+7,81 100,99+9,32

Agua de mar

Agua de mar |
Agua de mar Il
Agua de mar Il

175,20+16,17
108,75+12,22
112,78+11,16

195,67+18,06
151,48+13,98
151,48+13,99

Agua dulce

La Trinidad
Rio Mulegé
Mulegé manglar
San Ignacio

193,33+17,85
237,64+22,30
265,83+24,53
420,90+39,68

183,04+16,90
259,84+24,08
246,16+22,72
372,39+34,38

Como puede observarse, existen discrepancias entre los valores; esto se debe a
que la cuantificacion por volumetria directa se realizé in situ, mientras que la
cuantificacion por volumetria en retroceso se realiz6 tiempo después; esto refleja
lo comentado anteriormente tanto por la NMX-AA-036-SCFI-2001 como por el
presente trabajo. Debe considerarse también que la concentracion de bicarbonato
esta relacionada con la temperatura y pH, ya que de ello depende la solubilidad
del diéxido de carbono en el fluido, asi como la distribucion de las diferentes
especies carbonato/bicarbonato. El acido carbonico por lo regular se pierde en

forma de gas.
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4.3.4 Determinacién de cationes

Determinacion de cationes por cromatografia idnica.

Las muestras obtenidas se analizaron por el método de cromatografia ionica,

obteniendo los datos mostrados en la Tabla 45.

Tabla 45. Concentraciones determinadas para los cationes analizados

Concentracion (mg*L™)
Muestra Litio Sodio Potasio Magnesio Calcio
ﬁi%l:gtermal La Posada 25+2 73644276 36128  319+18 1233122
Los Suefios 1 6+1 67891257 336127 351+20 1104+109
Los Suefios 2 12+1 68821260 32025 396123 992198
Los Suefios 3 20+2 80371303 311+25 447+25 12254122
Los Suefios 4 20,2 68711258 332126 35520 1060+£105
Los Suefios 5 11+1 4002+153 184415 196+12 640+64
Los Suefios 6 6+1 84321322 410+33 481127 12524125
Los Suefios 7 6+1 7556+308 402+32 315+18 1299+128
Los Suefios 8 21+2 77421296 39032 405+23 1197+118
Los Suefios 9 71 8183+310 404£32 535+30 1170+115
Agua de mar |Agua de mar | 30,2 122214465 384+30  1475+82 497+38
Aguade mar Il 17+1 11761+445 415433 139177 542141
Agua de mar Il 10+1 11634+448  422+33 1474482 570+44
Aguadulce |La Trinidad 10,1 43017 15+1 9946 68+7
San Ignacio 1+0,1 153+169 6+1 603 7117
Rio Mulegé 1+0,1 248£10 8+1 7414 10010
Mulegé Manglar 1+0,1 23019 9+1 714 109+11

Determinacion por cationes por otras metodologias.

Para verificar que el método es adecuado para la cuantificacién de litio, sodio,
potasio, magnesio y calcio, se determinaron los iones en las muestras por dos
métodos diferentes: flamometria y volumetria por complejos. La flamometria ha

sido empleada como método de rutina en el Laboratorio 3D de la Facultad de
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Quimica, mientras que la volumetria por complejos ha sido utilizada durante

mucho tiempo (Vogel, 1978).

La Tabla 46 muestra los resultados obtenidos por el método de flamometria y

volumetria de complejos para los cationes analizados en las muestras.

Tabla 46. Concentraciones obtenidas por flamometria y volumetria por complejos.

Flamometria Volumetria por complejos
Litio Potasio Calcio Sodio Calcio Magnesio
(mg*mL?) (mg*L) (mg*L™) (mg*L ™) (mg*L ™) (mg*L ™)
La posada 6+1 44745 929438 8781+306 62934809 680+1867
Los suefios 1 6+1 443+45 941+40 7575521 473+809 871+2495
Los suefios 2 4+1 478+48 859+38 3982+156 573+1080 73042519
Los suefios 3 4+1 379+38 647124 7530263 454777 8162360
Los suefios 4 6+1 471+48 908433 7930+281 420+719 85642360
Los suefios 5 6+1 43344 928436 7198+251 1300+1338 392+2034
Los suefios 6 6+1 461+47 819+31 8471+294 1062+1817 496+3066
Los suefios 7 5+1 464+47 945+41 73621292 1029+1759 476+2961
Los suefios 8 6+1 450+46 915+36 82221+284 1246+2131 50213457
Los suefios 9 6+0,73 424+43 932438 8890+306 1135+1941 559+3326
Agua de mar | 2,60+0,34  441+44  431+17  10750+375  1519+3905  629+6380
Aguade mar Il 2,64+0,33 441445 381+14 11396+398 16064129 642+6686
Aguademar lll | 2,76+0,35 4401 359+15  108089+378  1548+3980 77246845
La Trinidad 0,22+0,03 152 31+1 420£15 48+35 79+102
Sn Ignacio 0,14+0,02 9+1 10+0,4 17146 41+36 65+100
Mulegé manglar | 0,15+0,02 8+1 38+1 23748 43+45 126+186

Al comparar los resultados obtenidos para ambas metodologias (Fig. 31) se
observan discrepancias entre los valores obtenidos. Debe tomarse en cuenta que,
al contrario de la metodologia de cromatografia idnica, tanto la técnica de
flamometria como volumetria por complejos no ha sido validada, y tampoco se
conoce si es adecuada para la cuantificacion de cationes en agua salina, ya que la
matriz presenta una gran cantidad de componentes que pueden provocar

interferencia en el intervalo de lectura.
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El magnesio fue cuantificado por volumetria de complejos; un problema con esta

técnica es la interferencia del calcio para la cuantificacion del calcio, por lo que se

realizd la titulacion utilizando dos indicadores: calcon (especifico para calcio) y

Negro de eriocromo T. En la cuantificacion del calcio utilizando como indicador el

calcon, la muestra debe mantenerse a un pH mayor a 12,3 para evitar la

interferencia del magnesio, al permanecer en forma de precipitado.
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Figura 31. Gréaficas de comparacién de metodologias para la cuantificacion de cationes. A) Litio; B) Sodio; C)

Potasio; D) Magnesio; E) Calcio

Facultad de Quimica 112



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo IV. Resultados y discusién
Al comparar los datos de la Fig. 31D, se observa que para el caso de las
muestras de agua de mar, la diferencia en la cuantificacion de magnesio por
cromatografia idnica y por volumetria por complejos es considerablemente mas
baja. Si se observa el caso del calcio en la Fig. 31E para las mismas muestras,
ocurre el caso contrario, el ibn presenta una mayor concentracion pro volumetria
por complejos que por cromatografia iénica. En ambas figuras se observa la

interferencia del ion magnesio para la cuantificacion de calcio y viceversa.

A su vez, en el caso del calcio se observan las tendencias para los tres métodos.
La grafica muestra discrepancias entre las concentraciones obtenidas para las tres
técnicas; esto es de suma importancia para la veracidad de los resultados; nétese
en las tablas 43 y 44 que las incertidumbres son muy diferentes, y la que presenta
un menor valor es la correspondiente a la metodologia de cromatografia idnica, lo

gue la hace mas confiable.

Lo mismo se tiene para el litio (Fig. 31A), en donde las diferencias entre
concentraciones son altas. Al igual que el caso anterior, la incertidumbre para la
cromatografia es menor. Sin embargo, puede considerarse un balance i6nico con
la cuantificacion de aniones en las muestras para corroborar los resultados, o cual

esta fuera de los objetivos de este trabajo.

Al comparar las tres metodologias, se puede deducir que la mas indicada para la
cuantificacion de los iones litio, sodio, amonio, potasio, magnesio y calcio es por el
método validado de cromatografia iénica, en donde, ademas de acelerar el
proceso de analisis, se tiene una mayor especificidad y sensibilidad, reflejada a su

vez en los valores asignados de incertidumbre.

En cuanto a los resultados de las concentraciones de los iones para las diferentes
muestras, puede observarse que, exceptuando el litio, los otros cationes presentan
una relacidén con su origen, asi como una relacion con la salinidad estudiada en

campo (Tabla 41). Aquellas muestras que presentan una salinidad mayor (agua de
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mar) presentan una mayor concentracion de iones (Fig. 31), mientras que las que
tienen una salinidad baja, la concentracion de iones es la menor. Puede
observarse que el agua hidrotermal tiene una gran influencia del agua de mar con
la que tiene contacto en la zona costera, ya que sus niveles de concentracion de

los cationes superan por mucho las del agua dulce.

En cuanto a iones especificos, aquellas muestras provenientes de descargas
hidrotermales presentan una mayor cantidad de calcio (Villanueva E, 2007) (Fig.
31E), mientras que el agua de mar presenta una mayor cantidad de magnesio
(Fig. 31D).

De esta manera, se hace mas sencillo la clasificacion de una muestra de agua
debido a su contenido de bicarbonato, litio, sodio, potasio, magnesio y calcio,
permitiendo asi, junto con los resultados obtenidos por pruebas independientes, el

establecimiento de modelos geoquimicos para las descargas analizadas.

Facultad de Quimica 114



CAPITULO V

CONCLUSIONES



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo V. Conclusiones
Se desarrollaron y validaron dos métodos de cuantificacion de bicarbonato y un
método de cromatografia ionica para la cuantificacion de cationes en muestras de
descargas hidrotermales, de acuerdo a lo establecido en la Guia de Validacion
(Garcia, et al., 2002). Los métodos establecidos se ajustaron al tipo de muestra
para auxiliar en el establecimiento de modelos geoquimicos de descargas
hidrotermales costeros.

Cada metodologia presentada aqui tiene sus caracteristicas particulares, lo que
dio lugar a diferentes pardmetros de validacion, asi como los criterios utilizados

para considerar el sistema como adecuado para un propésito en especifico.

De acuerdo a la naturaleza compleja de la muestra, es dificil determinar la
influencia de todos componentes para la cuantificacién de los analitos de interés,
por lo que la especificidad de los métodos se convierte en un pardmetro vital para
su desarrollo. La cuantificacion diferencial de sodio y amonio también se ve
afectada por la matriz y las caracteristicas quimicas de los iones, por lo que el

amonio se retird del andlisis.

Para realizar una comparacion acerca del origen, se utilizaron tres muestras de
agua de mar y cuatro muestras de agua dulce obtenidas en los alrededores de
Bahia Concepcidn, las cuales fueron utilizadas como control para la interpretacion

de resultados.

Cuantificacion de bicarbonato.

El desarrollo y la validacion de las dos metodologias empleadas para el andlisis de
bicarbonato (volumetria directa y volumetria por retroceso), se realizaron tomando
en cuenta el trabajo en campo, lo que demanda el transporte de los instrumentos y

los reactivos, asi como la adaptacién a condiciones variables.
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Por ello, se buscaron materiales resistentes, que puedan transportarse a la zona
de muestreo; también se redujo la cantidad de reactivo necesario, por lo que el
acido, el indicador y la base pueden transportarse facilmente en frascos de
plastico de 150 mL, disminuyendo la probabilidad de derrames. La micropipeta
puede llevarse con facilidad, siempre llevando un control de su calibracion antes
del trabajo en campo para evitar errores en los volimenes descargados. Los

indicadores pueden transportarse en frascos gotero.

Ambos procedimientos establecidos pueden utilizarse con alta confiabilidad,
debido a que aprobaron las pruebas de la validacion, siempre y cuando se ponga
especial atencién en aquellos pasos criticos, como es la toma de la muestra, el
volumen descargado y las concentraciones del titulante. La metodologia de
volumetria por retroceso presenta una ventaja al cuantificar bicarbonato en
descargas de agua caliente, ya que evita el proceso de calentamiento para retirar

el dibxido de carbono formado.

Al cuantificar el i6bn en las muestras durante el trabajo en campo, debe evitarse el
contacto con el medio ambiente por un tiempo prolongado, debido a que al bajar la
temperatura del fluido muestreado, se altera el pH de la muestra y por tanto el
equilibrio en el sistema H,CO3s/HCO3/COs*, ademas de permitir una mayor
disolucion del CO, ambiental. No debe de olvidarse que la prueba de la
fenolftaleina, en la que se prueba la presencia de carbonato, es importante para
una cuantificacion mas confiable, evitando la cuantificacion de carbonato como

bicarbonato.
Cuantificacion de litio, sodio, potasio, magnesio y calcio.
Se desarrollo un método para la cuantificacion de litio, sodio, potasio, magnesio y

amonio en descargas hidrotermales de la zona de Bahia Concepcion, Baja

California Sur, México. ElI amonio fue retirado del andlisis debido al problema de
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cuantificacion en presencia de altas concentraciones de sodio. Durante la corrida
cromatografica, el pico resultante de la concentracién de sodio se traslapa con el

correspondiente al amonio.

El método desarrollado mostré ser confiable para la cuantificacion de los iones
litio, sodio, potasio, magnesio y calcio presentes en las muestras de agua
hidrotermal, ademas de poder ser usado para agua dulce o agua de mar, con una
salinidad menor a 3.5 °/y, realizando una dilucion en los casos en que la
concentracién del sodio sea alta (mayor a 130 mg*L™). Es importante hacer
énfasis en que la cantidad de sodio limita las posibilidades de desarrollo del
método; sin embargo, se realiza su cuantificacion debido a que es el catidon de
mas alta concentracion en las muestras de agua, de la mas alta a la mas baja

salinidad.

El método propuesto posibilita la determinacion del sodio junto a la determinacion
de otros cationes presentes en la muestra de forma precisa y selectiva, en un
tiempo de andlisis corto con el gasto minimo de muestra, asi como una menor
produccion de residuos. Debe recordarse que, para un método validado, debe
realizarse una verificacion continua del desempefio, asi como una revalidacion
cuando se tiene un mantenimiento en los equipos, o un cambio de columna, asi

como un cambio en el lote de los estandares.

Ya que se utiliza un método de cromatografia ibnica sin supresion, la fase movil
debe estar preparada de forma homogénea, ya que un cambio de conductividad
puede dar lugar a variaciones en la retencion de los cationes asi como un cambio

en las concentraciones determinadas.

La cuantificacion de cationes en muestras de descarga hidrotermal es importante
para el establecimiento de un modelo geoquimico de la muestra, ya que brinda

una idea acerca del origen de la misma, asi como su interaccion con el medio
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circundante al relacionar las concentraciones de los iones con el origen de la

muestra y sus parametros fisico — quimicos.

Muestreo.

El trabajo de campo implica una organizacion en la recoleccién, ubicacion
geografica, determinacion de parametros fisico quimicos y de bicarbonatos. La
identificacion de muestras evita su pérdida asi como confusiones al momento de

hacer los analisis correspondientes.

La filtracion de muestras para la cuantificacion de cationes evita que la columna
utilizada se desgaste por la presencia de contaminantes solidos; las muestras
destinadas a parametros fisico — quimicos y bicarbonato no requieren filtrarse,
pues las determinaciones se hacen al momento de la muestra. El material utilizado
para la cuantificacion debe enjuagarse con agua desionizada al cambiar de

muestra, para evitar la contaminacién y errores en los resultados.

El multiparametro debe calibrarse para la determinacion de parametros fisico —
quimicos, ya que son la base para la interpretacion de los resultados posteriores

de andlisis cuantitativo.

Comparacion con otras metodologias (cuantificacion de cationes).

La determinacién de litio, sodio, potasio y calcio por flamometria tienen como
ventaja la alta sensibilidad del equipo, ya que detecta cantidades muy pequefias
de los iones. El problema con este método es que la calibracion debe realizarse de
forma continua, ya que la flama del equipo es variable. Para el caso del sodio, se
requiere una dilucion muy alta para su cuantificacion, ya que el método detecta al

i6n en un rango de concentracion de 2 a 10 mg*L™. Es de considerarse que dicho
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método no ha sido adecuado para la cuantificacion en descargas de agua

hidrotermal, en donde la interferencia de la matriz es relevante.

La cuantificacion de calcio y magnesio por volumetria por complejos, presenta el
problema de que el magnesio es interferente para la determinacion de calcio con
el indicador especifico calcon, lo que se refleja al obtener su propia concentracion,

resultando en una concentraciéon menor a la real.

Por tanto, se encontré que la mejor opcidn para la cuantificacion de litio, sodio,
potasio, magnesio y calcio en descargas hidrotermales calientes es la realizada
por medio de cromatografia idnica sin supresion, cuyo método se desarrollé y

validé exitosamente.
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7.1 Calibracién de material

“La calibracion de los recipientes volumétricos de vidrio para laboratorio consiste

en determinar el volumen de agua contenida o entregada por el recipiente” (Harris,

2007); para ello, puede utilizarse un método gravimétrico, en el que se pesa la

masa del agua contenida por el instrumento de vidrio y se toma en cuenta la

densidad del agua a la temperatura ambiente. A continuacidn se muestra la

metodologia empleada para la calibracion del material volumétrico utilizado.

a) Bureta digital y micropipetas.

De acuerdo al instructivo del fabricante(Brand, 2010), la bureta digital debe de

calibrarse de la siguiente manera:

Utilizar agua destilada. EL agua desionizada se utilizé presenta una
resistividad de 18 Qm*cm con un equipo PURELAB UHQ Il de la marca
Elga.

Medir la temperatura del agua y llenar el instrumento evitando la presencia
de burbujas en el tubo contenedor.

Purgar dejando caer las primeras cinco gotas. En un vaso limpio y seco,
vaciar el contenido de la bureta en su totalidad, al 50% y a un 10%,
procurando que el vaciado se realice de forma continua para cada
descarga.

Pesar el volumen descargado en la balanza analitica tarada previamente
con el vaso de precipitados.

Repetir el paso anterior 10 veces para cada volumen, y transformar el peso
a volumen de acuerdo a la tabla de factor de correccidn especificada por el
proveedor(Brand, 2010).

Obtener el promedio, la desviacién estandar y el porcentaje de coeficiente
de variacion de las medidas.

Indicar en la bureta digital el volumen real descargado obtenido por la

calibracién anterior.
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La Tabla 47 muestra el resultado de la calibracion de las micropipetas y de la
bureta digital. Las incertidumbres combinadas al 95 % de confianza se obtienen a

partir de lo siguiente:

Temperatura

U: Incertidumbre

V: volumen

2 2 2
U v o_ U termémetro + ( U balanzaj + (Sj
Y, Jn

D.E.: desviacion estandar

N: nimero de repeticiones

[18]

Tabla 47. Tabla que presenta las incertidumbres al 95 % de confianza, asociadas a las buretas y

pipetas mostrando el valor al 100, 50 y 10 % de capacidad de cada instrumento.

Buretas Micropipetas
10,0 25,0 50,0 mL Hamilton Hamilton Transferpette  Transferpette
mL mL (digital) | 0,4-10mL 0,01-01mL 0,1-1,0mL 0,02-0,2 mL
Descargado 10,01 24,97 49,75 1,01 0,10 0,99 0,20
al 100%
Desviacion 0,01 0,05 0,05 0,001 0,002 0,01 0,002
Estandar
% Coeficiente 0,1 0,2 0,1 0,1 2,0 0,7 0,8
de variaciéon
Incertidumbre 0,09 0,79 0,01 0,001 0,0003 0,01 0,0003
al 95 %
% Incertidumbre 0,9 3,1 0,03 0,1 0,3 0,5 0,2
al 95 %
Descargado 5,01 12,44 24,76 0,51 0,05 0,50 0,10
al 50%
Desviacion 0,02 0,02 0,03 0,002 0,0002 0,003 0,0003
Estandar
% Coeficiente 0,5 0,2 0,1 0,4 0,4 0,6 0,3
de variacién
Incertidumbre 0,07 0,19 0,02 0,001 0,0003 0,001 0,0003
al 95 %
% Incertidumbre 1,4 1,5 0,4 0,1 0,6 0,2 0,3
al 95 %
Descargado 1,01 2,50 4,81 0,12 0,01 0,10 0,02
al 10%
Desviacion 0,03 0,04 0,03 0,01 0,0003 0,001 0,0003
Estandar
% Coeficiente 2,7 1,4 0,6 41 3,0 1,3 1,6
de variacién
Incertidumbre 0,02 0.06 0,09 0,001 0,0003 0,0003 0,0003
al 95 %
% Incertidumbre 1,7 2,2 0,4 0,4 2,9 0,3 1,6
al 95 %
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b) Material volumétrico de vidrio.
Para el caso de material contenedor (como matraces volumétricos), es necesario
medir el peso del material vacio y llenado al aforo para conocer el peso del agua
contenida, mientras que para el material de descarga (como pipetas), Unicamente
se descarga el contenido sobre algun recipiente y se mide el peso del agua.
Para ello, se realiz6 el proceso de medicion 10 veces, tomando en cuenta que una
de las fuentes de error es debida a la repetibilidad de la medicion, a su vez, es
necesario el registro de la temperatura del agua empleada.
Los resultados obtenidos fueron se aprecian en la Tabla 48. Para los matraces con
capacidad mayor a 50 mL no es posible hacer esta determinacién, por lo que se

utiliza la incertidumbre dada por el fabricante.

Tabla 48. Incertidumbres expandidas obtenidas mediante el método gavimétrico para pipetas y

matraces volumeétricos.

Volumen o Incertidumbre %
dsrsgﬁrgdaigo Dgsst\gr?g::rn % CV Al 95 % incertidugnbre
(mL) al 95 %
Pipetas
25,0 mL 24,96 0,01 0,1 0,18 0,7
10,0 mL 9,97 0,03 0,3 0,01 0,1
5,0 mL 4,99 0,01 0,3 0,10 2,0
2,0 mL 2,00 0,01 0,3 0,01 0,2
Matraces
50,0 mL 49,93 0,08 0,2 1,06 2,1
25,0 mL 24,96 0,02 0,1 0,20 0,8
10,0 mL 9,97 0,05 0,01 0,03 0,3
Termémetro
o000 22,61 0,05 0,00002 0,002 0,01

Lo anterior es empleado para los célculos establecidos en el trabajo, tanto en la
determinacion de concentraciones como en las incertidumbres expandidas

asociadas.
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7.2. Preparacion de reactivos.
Preparacion y normalizacion de acido clorhidrico.

Para el desarrollo del método se emplearon dos disoluciones de acido clorhidrico:
01 y 001 mol*L*. Ambas fueron normalizadas por triplicado
potenciométricamente para una mejor deteccion del punto final. Para determinar la
concentracion real del &cido clorhidrico empleado para la determinacion del
contenido del i6n bicarbonato, es necesario emplear el estandar primario de

bicarbonato de sodio.

De acuerdo a la Comisiébn Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (2004), el Na,CO3; debe secarse por una hora a 270°C para realizar
cualquier analisis, ya que a esta temperatura se asegura que no hay NaHCOg, el
cual se descompone a temperaturas elevadas liberando hidrogeno. Una vez seco
se espera que el patron primario alcance la temperatura ambiente utilizando un

desecador con lo cual se evita la absorcion de humedad.

La titulacion se lleva a cabo con la bureta automatica previamente calibrada. Para
cada uno de los &cidos, se emplearon 10,0 mL de muestra. La reaccion que se

lleva a cabo para la normalizacion del acido es:
COZ + 2H" - H,CO,

A su vez, para saber la cantidad de patrén primario que debe emplearse,
considerando un gasto de acido clorhidrico de 10,0 mL, se utilizé la siguiente

formula:

mol ., X 1mol Na,CO5 o 1069 Na,C05 1000mg X %pureza

x0.01L [19]
L g 2mol o, Imol , co, 19 100

MY Na,co, =
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Una vez obtenido la cantidad de carbonato de sodio a pesar, se procede a pesar
la cantidad por triplicado y agregar agua suficiente para su disolucion. Se
procedié a adicionar cantidades de acido de aproximadamente 1,0 mL utilizando
como indicador rojo de metilo. El pH se determiné utilizando un electrodo de vidrio
acoplado a un multiparametro HACH modelo senslON1, verificando su
funcionamiento con amortiguadores a pH de 4, 7 y 10 (HACH, 2000). Cuando se
lleg6 al vire del indicador, el contenido del vaso fue calentado hasta regresar a una
coloracibn amarillo paja; esto se realiza ya que se tiene una disolucién
amortiguadora en donde las especies de &cido carbénico y bicarbonato
permanecen en equilibrio; al calentar a ebullicion, el acido carbonico es eliminado
y por tanto la cantidad de bicarbonato restante puede llevarse hasta acido
carbonico provocando el vire del indicador a rosa(Comision Permanente de la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 2004)

La Fig. 32 siguiente presenta un ejemplo de normalizacion, para el acido

clorhidrico 0,1 mol*L™.

e —+1a lectura

. -=-2a ieciura
\ —3a lectura

Figura 32. Curva de calibracion experimental obtenida al titular una disolucion de HCI aproximadamente 0,1
mol*L™?, utilizando carbonato de sodio como patron primario. El experimento fue realizado por triplicado.

Facultad de Quimica 131



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo VII. Apéndices
A partir de los datos obtenidos, se emplea el método de la segunda derivada para

encontrar el punto final (Harris, 2007). Para la primera derivada, se utilizan las
siguientes ecuaciones:

mL promedio Mt Mbe o) 1aderivada= P2 PH1 1oy

mL, -mL,

A partir de estos calculos puede obtenerse una grafica similar a la del la Fig. 33A,
donde los puntos minimos corresponden al volumen en el punto final. Una vez

obtenida la primera derivada, puede calcularse la segunda derivada:

mL promedio 1 + mL
2

mL promedio =

promedio 2 [22]

24 derivada.— laderivada, -1a derivada, (23]

mL promedio 2 - mL promediol

Los resultados dan una grafica como la de la Fig. 33B, en donde el cruce por el

origen de las abscisas es el volumen en el punto final.

12 00t 8 50
=

-~ [
I =~1a lectura = BN TR ——1a lettura
-=-33 lectura “f

1a derivada
2a derlvada
T
)
: r

s & = ax -=-2a lectura
—-33 lectifa - A

+3a leclura

mL promedio mL premedio

Figura 33. Gréficas de A) la primera derivada y B) la segunda derivada para HCI 0,1 mol*L™. El primer pico

negativo en A) sefiala el punto de equivalencia entre el COs” y el HCOg3', mientras que el segundo presenta el
punto de equivalencia entre el HCO3'y el H,COg3. Lo mismo aplica para los cruces en B).
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Una vez obtenidos los puntos finales de cada valoracion por la segunda derivada,
se obtuvieron las concentraciones, el promedio, las desviaciones estandar, el
coeficiente de variacion, asi como la incertidumbre combinada (Apéndice 7.4).

La concentracioén fue calculada de acuerdo a lo siguiente:

Meco, 99,9% )(100,1%,1,,6261 ) 61,01mg . X 2mol L LooomL _ moiHCI (24]

ML.q  100%p ~ 100% ~ 84,01mg,, .o,  1mol 1L

coZ
Debe cuidarse que el coeficiente de variacién sea menor al 2,0 %.

Preparacion de hidréxido de sodio.

El hidroxido de sodio es empleado para el método de -cuantificacidbn de
bicarbonato por retroceso, y debe estar perfectamente valorado para obtener un

andlisis preciso. Para preparar una disolucion de hidréxido de sodio

aproximadamente 0,025 mol*L™, se empleé el siguiente célculo:

0,025 mol NaOH . 40,019 NaOH « 100% civo
1L Imol NaOH 99,8%

=1,0023g NaOH [25]

pureza

La valoracién del hidroxido se realizé de forma similar a la normalizacion del acido
clorhidrico, utilizando este ultimo como patrén secundario y fenolftaleina como
indicador. Se obtuvieron las graficas correspondientes a la titulacion
potenciométrica, asi como la primera y la segunda derivadas, obteniendo el punto

final y a partir del volumen gastado la concentraciéon del hidréxido de sodio:

Concentracion NaOH — Concentracion HCl x Vol HCI [26]
Vol NaOH
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Se normalizé el hidréxido por triplicado, obteniendo una desviacion estandar y
observando que el coeficiente de variacion sea igual o menor a 2,0%. La

incertidumbre se calcul6 de acuerdo a lo establecido en el Apéndice 7.4.
Disolucion EDTA 1,0 mmol*L™.

Para preparar una disolucion de EDTA se emplea su sal disédica Na,Y-, la cual
tiene una pureza del 99,8%. El calculo realizado para su preparacion es el

siguiente:

O’lmmOI EDTA X 100)/0 X 1mm0| Sal disodica X 372’24 mg Sal disddicadihidratada 1L

[27]
1L 99,8% 1mmol yra 1mmol

pureza

Por lo tanto, se pesaron 0,0373 g de la sal disodicadihidratada de EDTA y se llevo

aun volumende 1 L.

La normalizacion de ésta disolucion se llevo a cabo considerando un gasto de 10,0
mL de disolucion de EDTA, preparando una disolucion de zinc de la siguiente

manera (Dosal, et al., 2007).

1. Pesar la cantidad necesaria de Zinc en granalla para preparar una
disolucién 1 mmol*L™.

1mmol Zn « 65,38mg Zn
1L 1mmol Zn

X0,1L =6,538mg Zn [28]

2. Disolver en 5 mL de Acido clorhidrico 6 mol*L™, mediante calentamiento,
y transferir a un matraz de 100,0 mL, enjuagando el vaso con agua
destilada.

3. Neutralizar el &cido con una disolucion de NaOH 1 mol*L™ utilizando
como indicador al rojo de metilo.

4. Agregar 10 mL de amortiguador NH4/NHs pH 10.

5. Completar el volumen.
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La valoracion se llevé a cabo por triplicado, tomando una alicuota de 10,0 mL de la
disolucion de zinc preparada, detectando el punto final con un indicador
complejométrico (Negro de eriocromo T), una vez obtenido el punto final, el calculo

de la concentracion es el siguiente:

Concentracion EDTA — Concentracion Zincx mL Zinc [29]
mL EDTA

A su vez, es necesario calcular tanto la desviacion, el coeficiente de variacién y la

incertidumbre de la disolucién (Apéndice 7.4).

Indicadores

Para la preparacion de los distintos indicadores empleados aqui, se siguio lo
establecido en la FEUM (2004):

- Anaranjado de metilo: Disolver 100 mg de anaranjado de metilo en 100 mL de
agua Yy filtrar si es necesario.

- Rojo de metilo: Disolver 100 mg de rojo de metilo en 100 mL de etanol y filtrar si
es necesario.

- Fenolftaleina: Disolver 1,0 g de fenolftaleina en 100 mL de alcohol.

- Negro de Eriocromo T: en un matraz volumétrico de 100 mL, disolver 100 mg de
negro de eriocromo T en 80 mL de alcohol y llevar al volumen con agua.

- Calcon (Vogel, 1978): Disolver 200 mg de indicador en 50 mL de metanol.
Fases moviles para cromatografia ionica.
Las fases moviles empleadas para el desarrollo de la metodologia de

cromatografia i6nica para la cuantificacion de cationes en descargas

hidrotermales, sigue diversos métodos de acuerdo a la naturaleza de las mismas.

Facultad de Quimica 135



Implementacién de una metodologia para el estudio quimico de cationes y bicarbonatos en
manantiales de Bahia Concepcién (Baja California Sur, México)

Capitulo VII. Apéndices
Algunas se realizaron por pesada directa del soluto, mientras que otras por
medicién volumétrica. Para el caso de aquellas que necesitan prepararse por
pesada, se establecio un error de £10% del peso especificado. Todos los calculos
se especifican para preparar un litro de disolucion, llevando al volumen con agua

desionizada y filtrada con filtros de 0,45 pm de porosidad.

1. Acido metanosulfénico 9 mmol*L™": diluir 3 frascos de 25 mL de la
disolucién concentrada (Alltech, Lote 0511000053) y diluir a 1 litro.

2. Acido metanosulfénico 4,5 mmol*L™": tomar 500 mL de la disolucién 9
mmol*L™ preparada anteriormente y llevar a 1 litro.

3. Acido metanosulfénico 3 mmol*L™": diluir 1 frasco de 25 mL del
concentrado comercial y llevar a 1 litro.

4. Acido oxdlico 2,5 mmol*L™: pesar 0,3167 g de &cido oxalico dihidratado,
con una pureza de 99,5 %.

Acido oxalico 3,42 mmol*L™: pesar 0,4401 g de acido oxalico dihidratado.

6. Acido tartarico 3 mmol*L™* — &cido oxalico 2 mmol*L™: pesar 0,2534 g de
acido oxalico dihidratado R.A y 0,4525 g de acido tartarico R.A.y agregar
a un matraz volumétrico de 1 L, disolvery llevar al volumen.

7. Acido tartarico 2 mmol*L™ — &cido oxalico 1 mmol*L™: pesar 0,1267 g de
acido oxalico dihidratado, colocar en un matraz volumétrico de un litro,
agregar agua desionizada y disolver; pesar 0,3017 g de acido tartarico y
agregar al mismo matraz; completar con agua desionizada.

8.  Acido nitrico 4 mmol*L™, metanol 30 % (v/v): mezclar 300 mL de metanol
con un poco de agua desionizada en un matraz volumétrico de 1 L,
agregar 4 mL de HNOs; 1 mol*L™*, mezclar vigorosamente y llevar al
volumen. Colocar en un vaso de precipitados y poner en agitacion de 15 a
20 minutos, hasta que desaparezcan las burbujas.

9. Acido nitrico 2 mmol*L™, metanol 15 % (v/v): tomar 500 mL de la mezcla

anterior y llevar a un litro.
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10. Acido clorhidrico 5 mmol*L™": tomar 5 mL de HCI 1mol*L™ y agregarlo a un
matraz volumétrico de un litro que contenga agua desionizada; llevar al
volumen.

11. Acido nitrico 2 mmol*L™, mezcla con modificador organico: para el caso de
las diferentes mezclas en donde la proporcion de etanol y metanol varia,
se agregan 2 mL de HNO; 1mmol*L™ y se agrega el volumen necesario
para cubrir el porcentaje en volumen (por ejemplo, 300 mL para un litro
con un 30 % (v/v) de etanol). El volumen se ajusta a un litro total con agua

desionizada.

7.3 Pruebas estadisticas empleadas

Las pruebas estadisticas juegan son una herramienta importante para el desarrollo
y la validacion de métodos, asi como la precision de los resultados generados
durante un analisis. En este anexo se muestran los calculos empleados para la
fase del desarrollo experimental, analisis de varianza, las pruebas de t de Student
para las pruebas de especificidad, y método de minimos cuadrados para las
regresiones lineales. Debido a que los calculos realizados para la validacién son
mas especificos y de mayor extension, la mayoria no fueron planteados aqui, para

mayor informacion referirse a Garcia et al., 2002.
Desarrollo experimental

Para el desarrollo experimental se utilizan las siguientes férmulas (Rodriguez,
2009):

Contraste = )  valores positivos + Y  valores negativos [30]
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En donde los valores positivos y negativos son la suma de las respuestas para
cada experimento, y toman el signo de acuerdo al factor analizado (A, B, C, o su
interaccion).

Efecto = Contraste [31]

kx2""
En donde k = numero de observaciones

n = numero de factores

La suma de cuadrados se emplea para el analisis de varianza del método. Se ha
establecido previamente que la influencia de los diferentes factores puede ser

descrita por una ecuacion.

2
Sumade cuadradogSC) :M [32]

kx2"
Los coeficientes para cada factor o su interaccion se obtienen:
Efecto

Coeficiente = [33]

El primer coeficiente, el cual no se asocia a ningun factor o interaccion en

particular, se obtiene del promedio de todos los valores obtenidos.

Analisis de varianza.
Para el analisis de varianza, es necesario obtener la suma de cuadrados total, a la

cual se le resta un factor de correccion (FC).

Suma de cuadrados total =) x* - FC [34]

FC= (Z;‘\T) [35]

Donde x= respuestas obtenidas

N= numero total de observaciones
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Una vez calculada la suma de cuadrados total, se procede a obtener la suma de

cuadrados residual:

SCR=SCT-SC, —SC, —SC, —SC,; —SC,. —=SCpc —SCrne [36]

Donde SCR = Suma de cuadrados residual
SCT = Suma de cuadrados totales [32]

SC = suma de cuadrados de los diferentes factores [31]

La suma de cuadrados medios se obtiene dividiendo la suma de cuadrados sobre
los grados de libertad. Los grados de libertad para cada factor, debido a que se
utilizé el disefio a dos niveles, corresponden a un valor de 1. Los grados de
libertad totales es N — 1, mientras que los grados de libertad residuales se
obtienen de manera analoga a la suma de cuadrados.

La F se obtiene asi:

_ Suma de cuadrados medios del factor

[37]

Suma de cuadrados medios residual
Este valor se compara con la F de tablas al 95 % de confianza

t de Student.
Esta prueba se utiliza como comparacién entre dos medias. Para calcularla, es
necesario contar con las varianzas, los promedios, asi como el numero de

observaciones realizadas (Navidi, 2006).

L (X=Y)-f-n) (38]

\[siIn, +siin,

t=valordet

"X, Y = medias de las observaciones
Hxy = error de las medias
s? = varianza

n = numero de observaciones
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dada por la balanza analitica depende del método, ya que una pesada que
implique la masa del recipiente vacio y la masa con el reactivo, mientras que una
pesada simple involucra un solo proceso; la incertidumbre combinada se calcula
para el primer caso y se calcula de acuerdo a su sensibilidad. En el caso de la
balanza empleada aqui, la sensibilidad es de 0,0001 g, por lo que la incertidumbre

de la balanza es (Queré, 2007):

2 2
Uc=./0,00012+0,0001 [44]

En donde Uc es la incertidumbre combinada

Dado a que las incertidumbres de distintas mediciones, la incertidumbre total se
considera como una propagacion de incertidumbres; para determinar la
incertidumbre de un valor, en el caso de que el modelo matematico incluya sumas
o restras, se determina que la incertidumbre es la suma de todas las

incertidumbres de los factores p, g..., por lo que se tiene:

Uzy:\/uz(p)+u2(q)+... [45]

En donde U%y = incertidumbre combinada de y
U?(p) = incertidumbre de p
Uz(q) = incertidumbre de q

Cuando la incertidumbre se debe a mediciones independientes, con
multiplicaciones y divisiones en el modelo matematico, se considera una

incertidumbre asociada relativa:

En donde Uy = incertidumbre de la medicién y
Up = incertidumbre de la medicién p
Uq = incertidumbre de la medicién q

y = valor de la medicion y
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La incertidumbre combinada expandida, con un nivel de confianza al 95 %, es
igual a:
Uexp, =u x2 [47]
En donde Uexpy = incertidumbre expandida combinada

Uy = incertidumbre

2: factor al 95 % de confianza

La cual es la incertidumbre asociada a la respuesta y se reporta como ytuexp. De
acuerdo a dichos principios, se calcularon cada una de las incertidumbres

asociadas los resultados obtenidos al presente trabajo.
7.5 Pérdida al secado de bicarbonato de sodio

Se realiz6 la prueba pérdida al secado del bicarbonato de sodio empleado para la
preparacion de estandares, ya que el tiempo requerido para secarlo de manera
continua consume una cantidad de tiempo importante. Por tanto, se realiz6 la
valoracion para introducir el factor en los calculos correspondientes. La prueba se
realizé acorde a la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (2004) para el

bicarbonato de sodio:

“‘Pérdida por secado: MGA 0671. No mas de 0,25 por ciento. Secar 4,0 g de la

muestra, sobre gel de silice durante 4 h.”
La monografia MGA establece que el compuesto debe secarse dentro de un
pesafiltros, previamente secado a las mismas condiciones por treinta minutos,

distribuido uniformemente, con el tapon abierto. Los calculos son:

Peso perdido = peso inicial de la muestra (g) — peso final de la muestra (g) [48]
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peso perdiddg) %100 [49]
pesoinicia(g)

Porcentaje=

Después de la prueba, el resultado fue:
Pérdida al secado del bicarbonato de sodio: 0,1 %

Coeficiente de variacion: 0,0 %
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