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RESUMEN.

La cromatografia de liquidos de tipo i6nico es una técnica que permite la separacion de
iones, basandose en las diferencias de sus cargas superficiales y accesibles. Su area
de aplicacion incluye, entre otras, el analisis de muestras ambientales, siendo el agua,
una muestra que puede ser analizada mediante la técnica de cromatografia de liquidos
de tipo idnico.

Las concentraciones de aniones y cationes presentes en el agua hidrotermal y los
parametros fisicoquimicos del agua, nos permiten clasificar el tipo de agua hidrotermal
descargada, la cual es de importancia para el estudio geoquimico de la zona.

Uno de los inconvenientes que se tienen para analizar el agua, son los diferentes
rangos de concentracion de aniones presentes en ella, especialmente en el agua de

matr, el cual es un desafio para la optimizacién de la metodologia.

La extraccion en fase sélida es una técnica auxiliar la cual permite retirar aquellos
componentes cuya concentracion inhibe la cuantificacion de aniones en menor
proporcion en la muestra, como es el caso del ion fluoruro: su repuesta analitica se ve

disminuida por el ion cloruro que se encuentran en mayor concentracion.

Debido a que la cromatografia de liquidos de tipo i6nico puede ser empleada como una
técnica alternativa de analisis de aniones mayores en aguas haturales y la extraccion
en fase sodlida una técnica de separacion que puede ser utilizada como un
pretratamiento de muestras, se estandariz6 un método de analisis utilizando ambas
técnicas de separacion para la cuantificacion de aniones mayores en agua salina,
hidrotermal y dulce, con el fin de proponer un método de analisis rapido y eficaz para

los aniones fluoruro, cloruro, bromuro, nitrito, nitrato y sulfato.

En la etapa de validacion, el método presentd repetibilidad, exactitud, linealidad
(sistema y metodo), robustez y selectividad. Ademas, se calcul6 el limite de deteccion y
el limite de cuantificacion del método, los cuales garantizan el buen funcionamiento de

la metodologia obteniendo resultados confiables.



La metodologia propuesta reduce el tiempo de andlisis, cantidad de muestra utilizada
para el andlisis, se reducen las interferencias en el andlisis y se obtiene un limite de
deteccibn menor en comparacion con las técnicas empleadas en las normas

nacionales.

El andlisis de aniones en agua hidrotermal provenientes de Bahia Concepcion, Baja
California Sur, muestra que existe un efecto de mezcla entre agua de mar y agua
meteorica, en base a la concentracién de cloruros y bromuros en el agua proveniente
del sistema hidrotermal. En el caso del agua hidrotermal proveniente de Punta de Mita,
Nayarit, no se puede determinar si existe un fendbmeno de mezcla, ya que no hay
diferencia significativa entre las concentraciones de aniones en el agua de mar

comparada con el agua hidrotermal.
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INTRODUCCION.



Introduccion.

1.10BJETIVOS

General.

Disefiar una metodologia, con la cual, sea posible la identificacion y cuantificacion de
aniones en aguas de diferente salinidad, estableciendo lineamientos generales
minimos necesarios para llevar a cabo el proceso de validacién del método analitico,
y finalmente obtener resultados confiables, que nos permitan conocer el origen de
este tipo de aguas.

Particulares

e Obtener conocimientos y habilidades en el manejo de un cromatografo de
liquidos de tipo i6nico.

e Adecuar un sistema de cromatografia de liquidos de tipo i6nico para la
determinacién y cuantificacion de aniones mayores en agua de tipo
hidrotermal.

e Validar el método analitico empleado, utilizando criterios y pruebas
estadisticas, las cuales demostraran que la metodologia cumple con los
requisitos minimos necesarios para su validacion.

e Utilizar el método de extraccion en fase solida como técnica complementaria
a la cromatografia ibnica para mejorar la respuesta analitica de los aniones
presentes en menor concentracion en aguas.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y la composicién quimica del
agua hidrotermal proveniente de Bahia Concepcion, Baja California Sur y
Punta de Mita, Nayarit.
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1.2 JUSTIFICACION.

Los sistemas hidrotermales son estudiados ampliamente debido a que sostienen
complejas comunidades de microorganismos termofilos, tienen un efecto en la
produccion de energia geotérmica a partir de manifestaciones hidrotermales en el
océano (Canet, et al., 2003; Prol-Ledesma et al., 2002 y 2004), permiten comprender
de diversos procesos biogeoquimicos de los elementos en los océanos, la formacion
de yacimientos minerales y el ciclo geoquimico de los elementos en los océanos,
motivo por el cual, un analisis de aniones es de gran importancia, ya que nos
permite conocer una parte de la composicién quimica del fluido hidrotermal y, en
conjunto con las caracteristicas fisicoquimicas y la determinacibn de otros
compuestos en el fluido, se pueden entender los mecanismos que controlan la
quimica del fluido hidrotermal (modelos geoquimicos) asi como la existencia de
fenomenos de mezcla (agua metedrica con agua marina).

El analisis de aniones y cationes por intercambio i6nico, sobre todo en aguas,
constituye un método de eleccion, muchas veces oficial (ISO 10304-2:1996, Method
300.0 EPA, NMX-AA-116-SCFI-2001) .Las normas para andlisis de aguas naturales
utilizan metodologias tardadas y con poca sensibilidad para el analisis de aniones
(Crompton, 2002). Investigaciones realizadas, principalmente en Japén, consideran
a la cromatografia de liquidos de tipo iGnico como una buena herramienta para la
determinacién y cuantificacién de iones en agua de mar (Gros, et al., 2008; Huang,
et al., 2000) siendo mas frecuentes los andlisis de aniones, por existir menos
alternativas instrumentales que en el caso de cationes y siempre con la ventaja de

gue un solo andlisis determina simultaneamente varios compuestos.

1.3 Planteamiento del problema.

El agua de mar es una matriz compleja lo cual dificulta su analisis, debido a que
contiene principalmente sales (en mayor proporcién cloruro de sodio y potasio)
provenientes del intemperismo de rocas continentales que son transportadas por
medio de rios y vientos. También estan presentes otras sales en menor proporcion

por lo que la sensibilidad para cada elemento es distinta.




Introduccion.

El origen de las descargas hidrotermales costeras puede ser por filtracion tanto de
agua meteorica como de agua de mar, por lo que su composicion puede variar o
bien, ser similar a la del agua de mar, obligandonos a utilizar una técnica analitica
instrumental que nos permita identificar y cuantificar aniones en aguas hidrotermales
submarinas.
Para poder disefiar una metodologia para identificar y cuantificar aniones se tiene
gue tomaron en cuenta los siguientes puntos:

e La matriz es compleja, ya que cuenta con diversos componentes inorganicos.

e Los analitos a cuantificar son iones, especificamente, aniones.

e Las descargas provienen de la mezcla de agua metedrica con agua de mar.

e Los aniones no estdn en la misma proporcién, por lo que unos pueden

interferir en la cuantificacion de otros aniones en menor proporcion.
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2.1 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS TIPO IONICO.

La cromatografia de liquidos de tipo i6nico es una técnica similar a la cromatografia de
liquidos de alta resolucion, la cual estd orientada a la separacion de iones y
compuestos polares, basandose en las diferencias de sus cargas superficiales y
accesibles (Rouessac y Rouessac, 2003; Garcia de Marina y Yusa, 2008). El
fundamento de la técnica es la atraccion idnica que primeramente establecen la fase
estacionaria (retencién) y después la fase movil (elucion) sobre los solutos de
naturaleza iénica con carga (Fig.1). Cuanto mas grande sea la carga que posea un ién,
mas retenido estard por la fase estacionaria. Es preciso que la fase estacionaria posea
iones de carga contraria a los iones que se quieren separar. Existen dos tipos de
cromatografia de intercambio iénico:

» Cromatografia de intercambio cationico.

» Cromatografia de intercambio anidnico.
En la cromatografia de intercambio anidnico los solutos son aniones y la fase
estacionaria posee grupos cationicos capaces de retener los aniones, neutralizados por
el contraibn de carga negativa, anidénico (Quattrocchi, et al., 1992; Rouessac y
Rouessac, 2003). El ion de interés se une a la fase estacionaria, sustituyendo al

contraion aniénico, como se muestra en la ecuacion 1.
R*X + A —»R'A + X 1)

En donde R es el intercambiador i6nico, X el contraion de la fase movil y A" el analito

anionico.
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Los aniones méviles
permanecen cerca de
los cationes que estan
(:()\.‘;ilenl(-!menle Uni(l()ﬁ
a la fase estacionaria

™~ Resina de intercambio
aniénico. Solo puede
fijar aniones

Figura 1 Interaccion de la fase moévil con la fase estacionaria en cromatografia de intercambio iénico.

Esta modalidad es en general la preferida para la separacion de iones inorganicos.

Los primeros detectores aplicados a estas separaciones explotaron una caracteristica
universal y distintiva de los iones, la conductividad (Quattrocchi, et al., 1992).

El primer problema enfrentado con los detectores de conductividad, debido a la alta
capacidad de intercambio de los rellenos de la fase estacionaria, es decir, su alta
capacidad de retencién, son las bajas concentraciones a detectar. Esto obligaba al
empleo de eluyentes de alta fuerza i6nica y el andlisis de disoluciones diluidas
presentaba una respuesta baja del analito contra una alta sefial de fondo debida al
eluyente, dificultando la distincion de la sefial producida por las pequefas
concentraciones de iones de la muestra (Garcia de Marina y Yusa, 2008). Para mejorar
la sensibilidad de este tipo de deteccidn, se intercala entre la columna y el detector un
dispositivo destinado a intercambiar por captura los iones aportados al electrolito,
denominado supresor. Su fin es reemplazar los iones iniciales del eluyente por otros de
conductividad mas baja (Hu, et al., 2004).

La respuesta del detector es proporcional a la diferencia de conductividad entre el
soluto y la fase movil. Es un detector de manejo sencillo, econédmico y carece de
componentes épticos y universales con respeto a los iones (Quattrocchi, et al., 1992).
Las fases estacionarias deben cumplir como requisito, el poseer una distribucion

granulométrica, comprimida, tener una gran superficie especifica, presentar resistencia
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mecanica, permanecer estables a pH acidos o basicos y ser capaces de asegurar una
transferencia rapida de iones.

Los intercambiadores anionicos contienen un grupo ionico fuertemente o débilmente
acido. Los de mayor difusion son los fuertes, porque se encuentran disociados en todo
el rango de pH. Los intercambiadores idnicos empleados en cromatografia de liquidos
de tipo i6nico son copolimeros, silices modificadas y algunas resinas.

La fase mévil en general, es una disolucién acuosa de pH y fuerza i6nica controlados
por medio de una disoluciéon amortiguadora y puede contener cantidades moderadas de
un modificador orgénico, metanol o acetonitrilo (Quattrocchi, et al., 1992; Haddad,
2004).

Se sabe que participan dos procesos en el mecanismo de retencion: intercambio iénico
y particion entre las fases en equilibrio.

La fuerza o poder de elucién de la fase movil es proporcional a la fuerza ionica (). A
mayor fuerza iénica, mayor fuerza del disolvente y menor retencion. La fuerza ionica
estd dada por la ecuacion 2, en donde C; es la concentracion ionica de la especie i
(aniones y cationes contribuyen individualmente) y Z; su carga (valencia) (Quattrocchi,
et al., 1992).

1=1/, 30, ¢z? )

El analisis cualitativo en cromatografia, se basa en utilizar los tiempos de retencion de
los picos que se obtienen en los cromatogramas y el analisis cuantitativo basado en las
areas o alturas de éstos (Fig. 2).



Marco Tedrico.

At

Area del Pico

|

Respuesta del detector
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Figura 2. Cromatograma tipo y algunos parametros de medicién frecuentes. Tiempo muerto (t), tiempo de retencién del compuesto

1 (t 1), tiempo de retenciéon del compuesto 2 (t 2), tiempo corregido de retencion del compuesto 1 (t, 1), Diferencia de tiempo de

retencion del compuesto 1y 2 (At), ancho de la base del pico del compuesto 1 (W, 1) y ancho a la mitad de la altura del pico (Wy).

Algunos de los parametros cromatograficos mas importantes son los siguientes:

>

La eficacia de una columna, se mide en funcién de su nimero de platos tedricos
(N) y se utiliza para describir el ensanchamiento de las bandas de los solutos en
su movimiento a través de la columna, evaluando su “poder” separativo
(Rouessac y Rouessac, 2003; Rubinson y Rubinson, 2000).

La altura de un plato tedrico (H), es el segmento de la columna que representa
un plato tedrico, en donde se realiza un equilibrio de distribucion.

El factor de capacidad (k'), es el cociente entre el nUmero de moles de soluto en
la fase estacionaria y el nimero de moles de soluto en la fase movil y esta
relacionado con el coeficiente de distribucion entre ambas fases. Se emplea
tanto para evaluar la retenciébn como para ajustar la separacion.

La resolucién (R), es la medida cuantitativa del grado de separacién entre dos
solutos (Rubinson y Rubinson, 2000).

El factor de selectividad (a), permite precisar las posiciones relativas de dos
picos adyacentes en un cromatograma. Por si mismo, el factor de selectividad no
permite saber si la separacion es realmente posible (Rouessac y Rouessac,
2003).
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» La asimetria de los picos cromatograficos es importante puesto que puede llevar,
de acuerdo a su magnitud, a errores considerables de cuantificacién. Los
motivos que generan un pico asimétrico son separaciones pobres (deficientes) y
baja precision (Quattrocchi, et al., 1992).

Las férmulas de los pardmetros cromatograficos aparecen en el anexo 3 parte 1.

La técnica de separacion cromatografia de liquidos de tipo i6nico ha tomando gran
importancia en el estudio de macromoléculas ionicas, sobre todo proteinas, péptidos y
acidos nucleicos en mezclas complejas, el estudio de radiois6topos en centrales
nucleares, andlisis de &cidos carboxilicos de cadena corta en alimentos, donde se
utilizan como aditivos, andlisis residual de pastos, metabolitos sencillos y polares
(Haddad, 2004; Garcia de Marina y Yusa, 2008); ademas del clasico analisis de
compuestos ionicos sencillos, como aniones y cationes inorganicos en aguas (Gros, et
al., 2008).

2.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

La extraccion en fase soélida es una potente y simple técnica de limpieza de muestras
qgue es, al mismo tiempo, rapida y econdmica. Una columna de extraccién en fase
sélida consiste en un lecho de adsorbente de particulas gruesas mantenido entre dos
discos porosos en un tubo desechable. La extraccibn en fase soélida permite la
preconcentracion de la muestra con un riesgo minimo de pérdida o contaminacién de la
misma (Data sheet 30266U, 1999).

El principio en el que se basa la extraccion en fase sélida (que es similar al de la
cromatografia de liquidos) es la diferente afinidad de los analitos entre una fase solida,
gue es el lecho absorbente, y una liquida, que es la fase mévil (Rouessac y Rouessac,
2003) (Fig. 3).

Las etapas de la extraccién en fase soélida son cinco, las cuales se enumeran y se
explican a continuacion:

1. Activacion. Se utiliza un disolvente organico para "humidificar" la fase.

10
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2. Acondicionamiento. La fase estacionaria de la extraccion en fase sdlida, se
acondiciona con el mismo disolvente de la matriz. Permite "alinear" la fase
estacionaria lejos de la superficie de la silice, permitiendo la interaccion entre el
analito y la fase estacionaria. Cualquier disolvente organico residual se elimina
en esta etapa, asegurando que los componentes de interés sean retenidos en la
parte superior de la columna.

3. Retencién. Las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase
estacionaria controlan la retencion en el adsorbente de Ila extraccion en fase
sélida. Los componentes de interés han de retenerse en el adsorbente de la
extraccion en fase sélida mientras que la matriz y los contaminantes deben
eluirse y descartarse.

4. Eliminar interferencias. Usando un solvente o una serie de solventes de fuerza
creciente los contaminantes pueden eliminarse del adsorbente hasta que solo
los analitos de interés queden atrapados.

5. Elucion. La elucion de los analitos se efectiia mediante un eluyente adecuado y a
un caudal de 1 mL-min™. El adsorbente de la extraccién en fase sélida y las
interacciones analito-adsorbentes determinan el eluyente final de elucion

(Rouessac y Rouessac, 2003).

Compuesto de interés

gﬁerfer!encia Figura 3. Diagrama del proceso de extraccién en fase sélida. De manera general,
articulas

el procesos consiste en hace pasar la muestra a través del cartucho de extracciéon
| — —— ]

a un flujo constante, previa acondicion del cartucho. La muestra contiene tres tipos
de componentes: particulas (cuadrado), interferencia (circulo) y los analitos
(triangulo). En el cartucho se quedan contenidos los analitos, ya que son retenidos
por una resina, mientras que los compuestos de interferencia se eliminan. Es

el-= Filtrado
i*&fi' especial necesario lavar el cartucho para que las interferencias salgan de este y

A
7

0 Eliminacién de interferencias

posteriormente se procede a la elucién de los compuestos de interés.

11
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Existen diferentes tipos de adsorbentes que se comercializan en forma de cartuchos o
discos y que se escogen en funcion de los analitos que se quieren determinar
(Razpothnik, et al., 2003). Se pueden diferenciar basicamente tres tipos, los
adsorbentes de silices enlazadas, los de carbon y los poliméricos (Rouessac y
Rouessac, 2003).
Existen cartuchos de extraccion en fase sélida para hacer extraccion de una gran gama
de compuestos, incluyendo aniones como los cloruros, bromuros y yoduros. En este
caso, se aprovecha que la plata puede formar precipitados con los halogenuros
(Razpothnik, et al., 2003). En un analisis cualitativo, el halogenuro se puede identificar
por su color, siempre y cuando este en grandes cantidades (Crompton, 2002).
Los cloruros estan en gran proporcion en el agua de mar por lo que suelen interferir en
la identificacion y cuantificacion de otros aniones que se encuentran en menor
proporcion en agua de mar. Debido a que la sefial de cloruros opaca la sefial del
componente en menor proporcion (generalmente nitritos y fluoruros), la utilizacién de la
extraccion en fase sélida es de gran ayuda para el andlisis mediante cromatografia de
tipo idnico (Razpothnik, et al., 2003; Gros, et al., 2008).
Los cartuchos de extraccion en fase soélida contienes Ag* para separar los iones cloruro,
bromuro y yoduro de la muestra, siendo la concentracidén de iones cloruro presentes en
la muestra los que iniben la respuesta analitica de iones en bajas concentraciones.
Se sabe que las constantes de solubilidad y pKs para los haluros de plata son los
siguientes:

pKs Agl = 16.08 Ks =8.3 x10™"" M?

pKs AgBr=12.3 Ks=5.0x 10™® M?

pKs AgCl =9.74 Ks=1.8x10"° m?
con estas constantes se puede observar que el yoduro de plata precipita antes que el
bromuro de plata, y a su vez, el bromuro de plata precipita antes que el cloruro de plata.
Para conocer si la alta concentracion de cloruros es un factor que pueda influir en la
precipitacion del cloruro de plata, antes que precipite el bromuro de plata, se realizé un

calculo considerando las concentraciones reales de cada ion en el agua de mar.
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Las concentraciones de iones CI, Br y I' en agua de mar, las cuales son
aproximadamente de 19, 0.065 y 6.4 X10™° g*L™* respectivamente (Libes, 2009) y que
son equivalentes a 0.5352, 8.135 X10™* y 5.04 X 107 M y tomando como ejemplo el

equilibrio de precipitacion del AgCl, el cual, esta representado en la ecuacion 3.
Ag" + CI <= AgCl (3)
Por lo tanto

Ks = [Ag™] [CI] (4)

Sustituyendo los valores conocidos de concentracion de cloruros en el agua de mary el

valor de Ks en la ecuacion 4, se obtiene la ecuacion 5.
107 M? = [Ag*][0.5352 M] (5)

Despejando la concentracion de Ag* de la ecuacion 5, se obtiene la ecuacion 6.

o 10~9274M2 B 10
Por lo tanto
pAg” = -Log[Ag’] = 9.46 (7)

Si consideramos la concentracion del ion Ag* igual a 10° M, tomando en cuenta el
equilibrio de la ecuacion 3, se tiene la ecuacion 8

Log [Ag’] = - 5.00 (8)

Si estos calculos se realizan para el equilibrio quimico entre los iones Ag” y Br’, asi

como entre el ion Ag™ y el ion I', se obtiene el grafico de la figura 4.
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# Cloruro

B Bromuro

Yoduro

Figura 4. Grafico Log [Ag’] en funcién de pAg’, en el que se representa el fenémeno de precipitacion de los haluros (CI, Bry I) en
presencia de ion plata, tomando en cuenta la concentracion real de cada haluro en el agua de mar.

En esta grafica es mas claro el fenbmeno de precipitacion de las 3 especies
observando con claridad que el yoduro precipitara primero que los bromuros, pero este

ultimo precipitara antes que los cloruros, por lo que en la técnica de extraccion en fase

sélida se extraen estos 3 aniones.
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2.3 ADECUACION DEL SISTEMA Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO.

Antes de validar un método, es importante determinar las condiciones Optimas para el
analisis, por lo que es necesario verificar que el sistema (analista, equipo, sustancia de
referencia, entre otros) opera con base a criterios preestablecidos, que permitan
asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico, ser evaluados en la
validacion y verificados de manera rutinaria al emplear el método analitico (Comision de
Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Para llevar a cabo cualquier analisis mediante cromatografia, es indispensable realizar
la validacion del método que se va a emplear. En primer lugar, se desarrolla el método,
la determinacion del analito de interés. Posteriormente se efectia la validacion, etapa
que permite conocer las caracteristicas de confiabilidad del método para su aplicacion
rutinaria (Montoya y Castafio, 2004) y demuestra la capacidad del método analitico,
para mantener a lo largo del tiempo, los criterios fundamentales para la realizacion del
analisis (Comision de Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Validar un procedimiento de ensayo es documentar su calidad, para lo cual es
necesario verificar experimentalmente que dicho procedimiento cumple los criterios de
calidad establecidos por el usuario del procedimiento (Ramis y Garcia Alvares-Coque,
2006; Comisién de Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Los criterios de calidad, pardmetros de la calidad o caracteristicas significativas de un
método analitico, se definen para la aplicacion del método, a un determinado tipo de
muestras (Tabla 1) y pueden ser de tres tipos: estadisticos, operativos y econdmicos.

En este trabajo solo definiremos los criterios estadisticos.
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Tabla 1. Parametros de desempefio a estudiar en funcion de la aplicacién analitica del método para
conocer: la concentracién, pruebas limite o concentracion de impurezas en una muestra y/o la
identificacion del analito.

Pruebas de impurezas

Parametro de Contenido / N
Contenido / Identificacion

desempefio concentracion . Limite
concentracion

Precisién /adecuacion ) ) ]
del sistema” Sl Sl Sl ’
Linealidad del sistema” Si Si No No
Especificidad™ * Si Si Si Si
Exactitud y repetibilidad * Si Si No No
Linealidad del método * Si Si No No
Precision del método o _ :
precision intermedia® * S Sl No No
Estabilidad analitica de . . No No
la muestra®
Limite de deteccién” No No Si No
Limite de cuantificacion”. No Si No No
Robustez” * * * No
Tolerancia * * * No

(*) Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método. (1) La falta de especificidad de un método analitico, puede ser
compensada por otra alternativa de soporte. (2) También es definido como un estudio de tolerancia. (#) Parametros de desempefio
que se trabajaron en la metodologia de cromatografia tipo intercambio i6nico, una vez estudiado el tipo de muestras al que esta

dirigida la metodologia.

Los criterios de calidad estadisticos, constituyen una aplicacibn importante de la
estadistica descriptiva y de la inferencia estadistica (Ramis y Garcia Alvares-Coque,
2006), obteniendo caracteristicas de confiabilidad, las cuales comprenden seis criterios
fundamentales de validacion:

1. La capacidad de un método para determinar un analito, sin interferencias de
impurezas, productos de degradacion u otras sustancias presentes en la
muestra, se relaciona con el término selectividad, que es la capacidad de un
método analitico para medir e identificar simultdneamente o separadamente los

analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia de otras sustancias
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quimicas que pueden estar presentes en la muestra (cationes, compuestos
organicos disueltos u otros aniones inorgéanicos) (Montoya y Castafio, 2004).

La proporcionalidad entre concentracion del analito y respuesta del instrumento,
esta se relaciona con linealidad y rango.

e Rango: Es el intervalo entre la concentracion superior e inferior para las
cuales se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del
meétodo (Montoya y Castafio, 2004).

e Linealidad: Es la capacidad para demostrar que los resultados de la
prueba son directamente proporcionales a la concentracion del analito
dentro de un rango dado (Comision de Validacion de Métodos Analiticos,
2002).

La dispersion de los datos en un procedimiento analitico se relaciona con el
término precision, la cual se define como el grado de concordancia entre los
resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o
referencia. Se puede estudiar a tres niveles:

e Reproducibilidad: En la precision de un método analitico, expresada como
la concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas por diferentes laboratorios (Montoya y Castafio, 2004; Miller y
Miller, 1993).

e Repetibilidad: Es la precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas
por un solo analista, usando los mismos instrumentos y método.

Precisién intermedia: Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas
en un mismo laboratorio. EvalGa la precision frente a variaciones de analista y
dia.

e La diferencia entre el valor hallado en el analisis y el valor verdadero se
relaciona con el término exactitud, que expresa la proximidad entre el

valor que es aceptado convencionalmente como verdadero o valor de
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referencia y el valor encontrado experimentalmente (Comision de
Validacion de Métodos Analiticos, 2002; Montoya y Castafio, 2004).

5. La veracidad del método analitico empleado se relaciona con el término robustez
experimental, la cual se define como la medida de la capacidad del método
analitico para permanecer inafectado por pequefias variaciones deliberadas en el
método y provee un indicio de su veracidad durante su uso normal (Comisién de
Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

6. La cantidad minima requerida para obtener un resultado significativo esta
relacionada con los términos limite de deteccion y limite de cuantificacion.

¢ Limite de cuantificacion: Se define como la cantidad minima de analito que
puede detectarse cuantitativamente con una adecuada exactitud y
precision. Este parametro tiene sentido y especial interés en la
determinacion de concentraciones bajas de analito.

e Limite de deteccion: Es la cantidad més baja de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones
experimentales establecidas. La cantidad del analito esta por encima o por
debajo de un nivel de seguridad (Comision de Validacion de Métodos
Analiticos, 2002; Miller y Miller, 1993).

Las formulas para calcular cada uno de los parametros descritos en esta seccion se
encuentran en el anexo 3 parte 2-7 de este trabajo.

La validacidon completa del procedimiento requiere verificar los otros dos criterios:
econémicos y operativos (Ramis y Garcia Alvares-Coque, 2006).

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos de concentracion del analito o de la
propiedad relacionada, como en el analisis de trazas, es importante saber cudl es la
concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad relacionada, que puede
detectarse confiablemente por el método por lo que también se debe incluir el limite de
cuantificacion (Hu, 2004).

Con esto se pretende garantizar la calidad del analisis para las muestras de agua
hidrotermal, ya que la validacion del método analitico proporciona un alto grado de

confianza, seguridad en el método analitico y la calidad de los resultados. Ademas
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permite tener un conocimiento profundo del método, sus caracteristicas de
funcionamiento y de esta manera, disminuir el numero de fallas y repeticiones, ahorro
en costos y el cumplir con los plazos previstos de analisis (Ramis y Garcia Alvares-
Coque, 2006).

2.4 Trazabilidad e incertidumbre.

La trazabilidad es la propiedad del resultado de una medicion o del valor de un patron
por medio de la cual éstos pueden ser relacionados a referencias establecidas a través
de una cadena ininterrumpida de comparaciones.

Para que un resultado analitico concuerde con el propésito requerido, debe ser lo
suficientemente confiable para que cualquier decisidn basada en éste pueda tomarse
con confianza. Asi, el desempefio del método debe validarse y debe estimarse la
incertidumbre del resultado a un nivel de confianza dado.

La incertidumbre de medicion es un pardmetro Unico (usualmente una desviacion
estandar o un intervalo de confianza) que expresa el intervalo de posibles valores sobre
la base de los resultados de medicion. Una estimacion de la incertidumbre de medicion
considera todos los efectos reconocidos que influyen en el resultado (Ramis y Garcia
Alvares-Coque, 2006).

La trazabilidad de un resultado no se podria establecer sin considerar la incertidumbre
asociada a dicho resultado. El concepto de incertidumbre refleja pues, duda acerca de
la veracidad del resultado obtenido una vez que se han evaluado todas las posibles
fuentes de incertidumbre y que se han aplicado las correcciones oportunas. Por lo
tanto, la incertidumbre nos da una idea de la indeterminacién del resultado ya que nos
muestra un intervalo alrededor del valor estimado dentro del cual se encuentra el valor

considerado verdadero (Meyer, 2007).

19



Capitulo II.

2.5 Area de estudio.

La geoquimica de sistemas hidrotermales estd dominada principalmente por la
interaccidon agua-roca, de forma que la composicion del fluido que circula a través de la
roca, que posteriormente se manifestara ya sea en continente o en el fondo del mar,
estarq dada por la composicion de la corteza en una determinada zona y del agua
infiltrada.
En un depodsito mineral hidrotermal, cada miembro se forma cuando una disolucion
acuosa caliente, comunmente llamada solucion hidrotermal fluye a través de un canal
definido en la corteza o sobre una porcién restringida de la superficie de la corteza y
precipita una masa de minerales localizada en la disolucion (Villanueva Estrada, 2007;
Skinner, 1979).
La placa formada por la peninsula de Baja California y la porcién sur occidental del
estado de California, E.U., es un ejemplo del movimiento relativo entre dos placas, la
del Pacifico y la Norteamericana. Este movimiento da lugar a la formacién de “cuencas
de dispersion o divergencia”, tanto en el Golfo de California como en el continente. En
estas cuencas el flujo de calor es elevado y pueden formarse reservorios geotérmicos
importantes (Quijano Ledn, 2007).
Los fluidos hidrotermales son altamente reactivos y por ello alteran la composicion de
las rocas con las que interaccionan (Villanueva Estrada, 2007). La importancia de los
estudios de los sistemas hidrotermales residen en que: originan depdsitos minerales
importantes, tales como 6xidos, sulfuros y metales preciosos, sostienen comunidades
biol6gicas adaptadas a vivir en condiciones extremas de temperatura y oxigeno y en la
generacion de energia a partir de sistemas hidrotermales (Villanueva Estrada, 2007;).
Para poder conocer todo lo anterior, es necesario determinar la composicion del agua
proveniente de la descarga.
La composicion del agua hidrotermal puede ser afectada por:

» Trasporte y depdésito en soluciones hidrotermales

» Enfriamiento por ebullicion.

» Enfriamiento por conduccion.
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» Mezcla con otras aguas.
Con el andlisis de elementos mayores (aniones y cationes) presentes en este tipo de
descargas se puede determinar el tipo de agua (Nicholson, 1993) (Fig. 5) la cual puede
ser:
Aguas &cidas sulfatadas
Aguas neutras cloradas.
Aguas ricas en bicarbonatos.

Aguas ricas en sulfatos y cloruros.

YV V. V V V

Aguas diluidas en cloruros.

0
Na + K° HCOg + CO3

Figura 5. Los diagramas triangulares de Piper son ideales para representar tres componentes (aniones y/o cationes) en forma

simultanea. Permite ver la variacion existente entre analisis de distintas muestras, permitiendo ver su condicion del agua.

Se tienen identificados sitios donde hay presencia de actividad hidrotermal submarina y
en algunos de estos sitios hay reportados estudios geoquimicos y mineralogicos del
sistema hidrotermal: Alto Golfo de California, Bahia Concepcion en el estado de Baja
California Sur (Prol-Ledesma, et al.,, 2004) y Punta de Mita en el estado de Nayarit
(Prol-Ledesma, et al., 2002) (Fig.6).
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l (
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Punta'Mita‘
‘7(7‘ A
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25°08'15.07"N  108°12'10.04"O elev. 10m Alt. ojo 1564.91km

Figura 6. Imagen tomada de un satélite, en donde se muestra la localizacion del area de estudio. En la parte Noroeste del pais, en
el estado de Baja California Sur, se encuentra Bahia Concepcién y en la parte Oeste del pais se encuentra Punta de Mita, la cual
forma parte del estado de Nayarit. La vista del mapa esta a 1564.91 km de elevacién (Google Earth, 2010).

2.5.1 Bahia Concepcion, Baja California Sur.

La zona estudiada se ubica en la costa este del Mar de Cortés, en la Peninsula de Baja
California, al sur este del municipio de Mulegé€, Baja California Sur. Esta limitada por la
poblacién de Santa Rosalia al norte, el limite municipal de Comondu y Loreto, al sur,
Bahia San Nicolas y el Golfo de California, al este, y la Sierra de la Giganta, al oeste
(INEGI, 2011).

Bahia Concepcién presenta un clima arido debido a la interaccion de factores como
latitud, relieve y corrientes marinas. En 2007, la region presentaba una temperatura
media anual entre 28°C y 32°C (Rodriguez Diaz, 2009)

El régimen de las lluvias es estacional, con la mayor parte de la precipitacion repartida
entre los meses de julio a octubre, y un periodo de minima pluviosidad entre los meses

de diciembre y febrero. Datos del 2007 muestran una precipitacion de 160.4 mm
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(Rodriguez Diaz, 2009). La localidad mas cercana es Mulegé, la cual presenta una
temperatura media anual de 22°C y la precipitacion normal anual es de 120.4 mm
(Servicio Meteorolégico Nacional, 2011).

La actividad hidrotermal en esta zona se localiza en la parte oeste de la misma, y en
ella se pueden observar manifestaciones descritas como:

1) Manifestaciones submarinas someras que consisten en infiltraciones difusas de
fluidos gasohidrotermales a una profundidad de 5 a 15 m. La temperatura de
descarga de las manifestaciones submarinas varia entre 50°C en el fondo marino
y 87°C a 10 m de profundidad en el sedimento marino. Estas manifestaciones se
ubican en la Ensenada Mapachitos (denominada Agua Caliente).

2) Manifestaciones intermareales localizadas en la zona cubierta por el agua de
mar por efectos de la marea. Estas manifestaciones se ubican en la playa de

Santispac (Rodriguez Diaz, 2009).

Image ©2009 DigitalGlobe

Figura 7. Ubicacion de las 10 manifestaciones intermareales encontradas en la playa de Santispac en Bahia Concepcion, Baja
California Sur, entre La Posada y Los Suefios.
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Durante el muestreo en Bahia Concepcion, se localizaron 10 descargas hidrotermales a
lo largo de la playa de Santispac (Fig. 7 y 8).

Figura 8 Fotografias de la descargas “los suefios 1,2 y 3” (A) las cuales estan conectadas y de “los suefios 8” (B)

2.5.2 Punta de Mita, Nayarit.

La zona de Punta de Mita se localiza en el estado de Nayarit (Fig. 9), dentro del
municipio de Bahia Banderas, cuya cabecera municipal es Valle de Banderas
(Villanueva Estrada, 2007).

La zona de estudio se encuentra dentro de la subprovincia Sierra de la Costa de Jalisco
y Colima de la provincia fisiografica de la Sierra Madre del Sur (Prol-Ledesma, et al.,
2002). El clima que predomina en la zona de Punta de Mita es célido humedo con
lluvias en verano. La temperatura anual es mayor a 22°C, con una precipitacién media
anual de 1200 a 1500 mm (INEGI, 2011).

El principal rasgo geotecténico regional es la subduccion de la placa de Rivera bajo la
placa Norteamericana, proceso que controla la actividad sismica y volcanica, asi como
la deformacion tectonica en el area.

Se tienen registros de manantiales calientes en la costa, pero el fluido que descarga en
la zona submarina tiene alto contenido de metano y acido sulfhidrico, por lo que éste
sistema cobra importancia por los procesos que originan estos gases que también
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influyen en la precipitacion de calcita biogénica alrededor de la descarga (Villanueva
Estrada, 2007).

Punta Mita
: Figura 9. Mapa donde se muestra la ubicacion
s Wentilas N : i B de la zona de estudio cercana a Punta de
- submarinas of ‘ 3 -
: g : @ S aniVi N Mita, Nayarit. Se observa un mapa tomado a
& y

—— 2 37.05 Km de elevacion, en el cual se muestra

& plxtapa la costa del estado de Jalisco y del estado de
olLasiuntas

Nayarit, en la costa se identifican algunos

: Y2 S poblados con Bucerias y Puerto Vallarta,

siendo éste ultimo el punto de salida hacia las

N
5 ventilas submarinas.

oPueito'Vallarta

Google

20°40'20.85"N  105°20'45.96" O elev. Om Alt. ojo 37.05km

Las manifestaciones submarinas (Fig.10) estan alineadas noroeste - sureste, misma
orientacion que las fracturas observadas en los basaltos en tierra (Canet, et al., 2003).
Estas manifestaciones son gasohidrotermales y se descargan a una profundidad de
aproximadamente 10 m (Prol-Ledesma, et al., 2002; Canet, et al., 2003).

De los minerales depositados en estas zonas de descarga hidrotermal, la calcita es la
mas abundante (Prol-Ledesma, et al., 2002), con crecimientos arborescentes. El
tamafo relativamente pequefio de los monticulos se debe a la accion de las corrientes
marinas, asi las manifestaciones hidrotermales mas pequefias estan cubiertas de arena
y solo se observan por las infiltraciones de gases que emanan del piso marino (Canet,
C., etal., 2003).
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Figura 10. Descargas hidrotermales submarinas en la zona de Punta de Mita, Nayarit. En la imagen A se observa la salida de la
descarga hidrotermal y en la imagen B se observan las burbujas que se ven en la superficie del mar, aproximadamente a 10 m

arriba.
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3.1 Tratamiento de la muestra en campo.
Las muestras fueron tomadas en zonas costeras y submarinas, por lo que se
emplearon diferentes metodologias para la colecta de muestra, en base a la

localizacion de la descarga y el area geografica.

1. Muestras Submarinas.

Las muestras submarinas corresponden a Punta Mita. Para colectar la muestra a lo
largo de la columna (superficie y 5 m) se utilizé una botella Niskin de capacidad de
1.0 L (Fig. 14), la cual se baja por medio de un cable previamente marcado en
intervalos de metros y se manda un mensajero para cerrar la botella a la profundidad
deseada. El agua de fondo se muestreé mediante buceo autbnomo directamente en
el sitio donde provenian las burbujas submarinas con la ayuda de un embudo
invertido (Fig. 15), el cual mantenia el agua de la ventila separada del agua de mar
evitando su mezcla. Al embudo se le conectd una jeringa de capacidad de 60 mL
para tomar la muestra de agua proveniente de la actividad termal (Villanueva, et al.,
2006)

Figura 14. Fotografia de la botella Niskin empleada para la toma de muestras submarinas. Sumergiendo la botella en el mar

(A). Botella ascendiendo con muestra (B).

Una vez obtenida la muestra con jeringas en superficie, a bordo de una lancha se
filtr6 con papel Whatman de tamafio de poro 0.45 um, se cerraron los frascos
contenedores, se coloco parafilm alrededor de la boca y se refrigeraron a 2°C hasta

el momento de su analisis.
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2. Muestras Costeras.
Las muestras corresponden a Bahia Concepcién. Se tomaron 60 mL de agua
hidrotermal con la ayuda de una jeringa de plastico, especificamente del punto de la
emanacion (Fig. 16). Esta se sometid a un proceso de filtracion empleando una
membrana de papel Whatman de poro 0.45 pm para eliminar los solidos
suspendidos mayores al tamafio de poro. Se cerraron los frascos contenedores, se

colocé parafilm y se refrigeraron a 2°C hasta el momento de su analisis.

Figura 15. Fotografias de la técnica empleada para la obtencién de muestras de agua termal submarina.

Figura 16. Fotografias de la metodologia empleada para la obtencién y preparacion de muestras de agua en manifestaciones
hidrotermales costeras.
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3.2 Cuantificacion de aniones por cromatografia de de tipo idnico.

Antes de identificar y cuantificar aniones en aguas hidrotermales por cromatografia
de liquidos de tipo ionico, es necesario conocer las caracteristicas del equipo con el
cual se cuenta, asi como acondicionarlo para obtener las éptimas condiciones de

trabajo para poder validar la metodologia.

3.2.1 Descripcion del cromatografo con detector de conductividad.
El equipo utilizado para la determinacion de aniones es de la marca Alltech y se
constituye de las siguientes partes fundamentales (Fig. 11):

e Sistema de bombas modelo 626.

e Horno de la columna modelo 630.

e Supresor modelo 641.

e Detector de conductividad modelo 650.

e Reservorio.

e Sistema de desgasificacion.

¢ Inyector de valvula manual.

e Computadora.

¢ Interface Peak Simple Chromatography Data System modelo 203.

¢ Regulador de energia.

e Solucién limpiadora de isopropanol al 5%
El sistema de bombas de alta presién se compone de 2 cabezas de bomba de 50
mL. El ciclo de bombeo consta de dos fases: fase de bombeo y fase de relleno.
Durante la operacion de la bomba, uno de los pistones desplaza el fluido (fase movil)
a una velocidad constante, mientras que el otro piston se rellena el otro cabezal de
la bomba con el fluido (fase mévil). Cuando el piston ha terminado de desplazar el
fluido (fase movil), inmediatamente el otro piston inicia el desplazamiento. Con este
ciclo se asegura un flujo de fase movil estable y constante (Operating Manual, 2004)
El horno cuenta con un sistema de regulacion de temperatura. Dentro del horno se
coloca la columna intercambiadora de aniones Novosep A-2, la cual separa 7
aniones comunes (F, CI', NOy, Br, NOs, PO,> y SO4*) y tres aniones oxihaluros

(BrO3’, ClO, y CIO3). La columna estd empaquetada con la fase a base de alcohol
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polivinilico, basado en un intercambiador aniénico con aminas cuaternarias, con un

tamafio de particula del empaque de 5 um y de dimensiones 250 x 4.00 mm.

Figura 11. Equipo empleado para el andlisis de las muestras de agua hidrotermal. En esta fotografia se pueden observan las
partes fundamentales con las que cuenta el cromatografo de liquidos tipo i6nico (1) Sistema de bombas, (2) horno de la
columna, (3) supresor, (4) detector, (5) reservorio de fase moévil 3.6 mM de Na,COs, (6) desgasificador, (7) inyector, (8)

computadora, (9) interface, (10) regulador de energia y (11) solucién limpiadora de isopropanol al 5%.

Para la deteccion de aniones, se utiliza como fase mavil una disolucion de carbonato
de sodio (Na,CO3). La fase movil produce enmascaramiento de las sefiales de los
aniones, ya que al ser un electrolito fuerte, presenta una alta conductividad
(Operating Manual, 2004). Esto da como consecuencia una disminucién en la
sensibilidad. Sin embargo para evitar esto, se utiliza un sistema supresor (parte 3 de
la Fig. 11) inmediatamente después de la columna analitica de intercambio iGnico
modificada y antes de que lleguen los analitos en la fase mavil, al detector.

El sistema supresor utilizado tiene un relleno en forma acida de una resina de
intercambio cationico. La funcién de esta resina es convertir de forma eficaz los
iones presentes en la fase movil en especies moleculares poco ionizadas sin alterar

los iones de la muestra. En el sistema supresor se llevan a cabo tres procesos
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simultaneos (Fig. 12): la fase movil y las muestras de iones, provenientes de la
columna analitica se someten a una reaccion de neutralizacion acido base. La celda
esta empacada con un fuerte intercambiador de cationes a partir de iones hidrégeno.

Las reacciones que ocurren en el supresor son las siguientes:

Para la fase movil.

Na,COs + 2 resina-SOzsH* ——» 2 Resina-SOzNa® +H,COs; (9)

Para la muestra.

K-aniones + Resina-SOsH® — Resina-SOsK* + H-aniones (10)

El contenido de iones Na* provenientes de la fase mdvil es intercambiado por iones
H" en la celda para formar acido carbonico. Simultaneamente, el contenido de
cationes provenientes de la muestra es intercambiado por iones hidrogeno en la
celda. Los iones H" liberados, reaccionan con la muestra de aniones para formar un
acido de alta conductancia, lo que mejora la sensibilidad de la deteccion.
El agua en la celda sufre electrolisis:

Anodo 2H,0 — 4H" +0,(g) +4e (11)

Céatodo 2H,0 +2e" —» 20H + Hz(Q) (12)
Después de la salida de la celda, toda la via de flujo pasa a través de la camara
desgasificadora para remover los gases. El oxigeno y el hidrégeno son removidos
por las vias de flujo del anodo y el catodo, respectivamente.
El efluente de salida de la celda, el cual contiene la muestra de aniones y el acido
carbonico, entra a la camara de desgasificacion, el acido carbdnico es
descompuesto para formar didxido de carbono y agua. El dioxido de carbono es

removido dejando agua (Operating Manual., 2004).

32



Metodologia.
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X = Aniones Hacia el detector

Figura 12. Diagrama del sistema supresor (Operating Manual, 2004).

Para el presente estudio, el detector empleado es un conductimetro (parte 4 de la
Fig. 11).

El principio del detector de conductividad es la medicion de la conductancia de la
fase movil, antes y durante la elucién del ion analito. La respuesta del detector
depende de la concentracién del analito, grado de ionizacion de la fase movil y
analito y de las conductancias equivalentes. La polaridad del detector es positiva si
se trabaja con un sistema de supresion para el analisis de aniones. El detector no
cuenta con gradientes de sensibilidad.

El inyector es una valvula que orienta el caudal hacia la columna, pasando o no
segun su posicién, a través de un loop, en el cual se introduce la muestra. La valvula
es manual y esta constituida por un cuerpo fijo de inyeccién de 6 vias, un rotor con
un sello que gira 'y un loop de 20 pL.

Los datos son analizados por la computadora con el software Peak Simple acoplada

al sistema Peak Sample chromatography data system SRI modelo 203.
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3.2.2 Adecuacion del sistema.

Para realizar la adecuacion del sistema se evaluaron variables del sistema como
composicion de la fase movil, velocidad de flujo y temperatura de la columna (Tabla
2) con el propasito de elegir la mejor combinacién de condiciones para el método.

Tabla 2. Variables para la adecuacion del sistema.

Temperatura de la 40y 45°C
columna
Composicion de fase Na,CO3 3.6 mMy
movil Na,CO;1.8 mM / NaHCO; 1.7 mM
Flujo de la fase movil 0.8,0.9y 1.0 mL*min".

(*) Se proponen dos fase mdviles debido a que en el catalogo del proveedor (Grace Davison Discovery Sciences, 2008) se
recomiendan ambas fases para la separacién de aniones.

Se utilizé un multiestandar de F', CI, NO2, Br, NO3' y S0, con concentraciones de
5.94, 30.12, 5.97, 5.97, 5.94, 6.03 mg-L™ respectivamente, partiendo de estandares
certificados de la marca Alltech con una concentracion de 198 + 1, 1004 + 2, 199 +
1,199 + 1, 198 + 1 y 201 + 1 mg-L™* respectivamente. Se realizaron 3 repeticiones
por cada cambio de variable de velocidad de flujo y temperatura y se calcularon los
siguientes parametros cromatogréficos:

e Resolucion.

e NuUumero de platos teéricos.

e Factor de capacidad.

e Asimetria.
Cabe mencionar que las disoluciones empleadas en la adecuacion del sistema estan
preparadas con agua desionizada y fueron filtradas. Las caracteristicas
fisicoquimicas del agua, asi como la preparacion de los estandares se mencionan en
el punto 3.3 de esta tesis.
En el anexo 3 se encuentran las formulas utilizadas para el calculo y en el anexo 4

sus respectivos valores de aceptacion.

3.2.3 Validacion del método analitico.

El procedimiento utilizado para la evaluacion de los parametros de desempefio en el

analisis de aniones por cromatografia de liquidos de tipo i6nico esta basado en
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métodos de estandarizacion (Method 300.0 EPA, 1993; ISO 10304-2:1996;
Crompton, 2002), guias de validacion para métodos cromatogréaficos (Comision de
Validacion de Métodos Analiticos, 2002) y experimentos publicados en revistas
cientificas de talla internacional (Gros, et al., 2008; Montoya y Castafio, 2004). A
continuacion se describe la metodologia empleada para cada pardmetro de
desempeinio.

A) Precision del sistema.
Un analista prepar6 por quintuplicado, disoluciones a la concentracion que
representa el 100% de la muestra procesada (300 puL de muestra aforando a 10.0
mL con agua desionizada) para su medicion. Se midio la respuesta analitica de
cada una de las disoluciones, bajo las mismas condiciones. Se calculé desviacion

estandar (S) y coeficiente de variacion (CV%) de la repuesta analitica.

B) Precision intermedia.
Se analiz6 3 veces una disolucion (multiestandar) en tres dias diferentes y por tres
analistas diferentes. Se calcul6 la media aritmética (x), desviacién estandar (S) y
coeficiente de variacion (CV%) de las concentraciones leidas. El multiestdndar se
prepard con una concentracion de analitos corresponde 3.46, 301.2, 3.48, 4.97,
3.46 y 30.15 mg*L ™ de F, CI', NO, Br, NOs y SO,*, respectivamente, la cual es la

concentracion promedio del agua de mar previamente procesada para su analisis.

C) Repetibilidad.
Se tomaron 3 muestras, las cuales fueron seleccionadas por ser muestras
representativas de agua salada, dulce y salobre, respectivamente: agua de mar
(salinidad 31.7), Mulegé (salinidad 0.9) y Los Suefios 3 (salinidad 18.5). Las ultimas
dos, se inyectaron al equipo de manera directa, previa filtracion de la muestra; el
agua de mar fue procesada para su medicién por dilucion de 3:100 (debido a que
esta dilucion permite la deteccion de CI' y la deteccion de Br sin exceder la
capacidad maxima de deteccion para los iones ClI’), posteriormente, se realizaron 3

lecturas consecutivas a cada muestra. Con los resultados obtenidos, se calculo el
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valor de la media (x), desviacion estandar (S), desviacion estandar relativa,

coeficiente de variacion (CV%) vy el intervalo de confianza de la media (IC).

D) Exactitud.
Se empled el método de recuperacion, mediante la preparacion de estandares a
diferentes concentraciones de cada anion, que representan el 80, 100 y 120 % de la
concentracion tomando como 100% (lo correspondiente a 300 uL de aforando a
10.0 mL con agua desionizada). Se realizaron 3 inyecciones por estandar y se
construyd una curva de recuperaciéon de mg*L™ recuperados (Y) en funcién de los
ug-mL™ afiadidos (X). Se calculé la media (%), por medio del porcentaje de recobro
(ver el anexo 3) y el coeficiente de variacion (CV%) para cada nivel de

concentracion.

E) Linealidad del sistema.
Se evalub con la preparacion de 6 disoluciones de diferente concentracién de la
solucion estandar, utilizando diluciones de la disolucién estandar, procurando que la
concentracion central sea igual a la concentracion que representa el 100% de la
muestra procesada. Se midi6 la respuesta analitica bajo las mismas condiciones de
medicion para cada uno de los analitos. Se analizaron 3 veces cada una de las
disoluciones, y se obtuvo un gréafico de respuesta analitica (Y) vs concentracion (X).
Se calculé el valor de la pendiente (m), la ordenada al origen (b), el coeficiente de
determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente (ICy) al 95% de

confianza.

F) Linealidad del método.
Se evalud con la preparacién de 6 disoluciones de diferente concentracion de la
disolucion estandar (la concentracion de estas 6 disoluciones entran dentro del
grafico de calibracion para cada analito). Se inyecté 3 veces cada multiestandar. Se
construyd una curva de calibracion de concentracion experimental (Y) vs
concentracion tedrica (X) y se calcul6 el valor de la pendiente (m), el coeficiente de
determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC,) al 95% de

confianza. También se realizdé un grafico de residuales, en el cual, el eje de las
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ordenadas (Y) esta representado por el valor del residual (concentracion tedrica
menos la concentracidon estimada) y el eje de las abscisas (X) esta representado por

la concentracion estimada.

G) Limite de deteccion y limite de cuantificacién.
Se prepararon por dilucién, 3 multiestandares de 0.16, 0.24 y 0.32 mg-L™* para el
ion SO,%, 3 multiestandares de 0.16, 0.32 y 0.5 mg-L™* para el ion F y 3
multiestandares de 0.24, 0.32 y 0.5 mg-L™ para los iones CI, NO,, Br y NOs.
Simultdneamente, se prepararon 5 blancos (agua desionizada con una resistividad
de 18 MQ:cm™). Se midi6 la respuesta analitica de cada uno, inyectando
intercaladamente los blancos y los estandares. Para cada analito, se obtuvo un
grafico de respuesta analitica vs concentracién y se calculo el valor de la pendiente
(m), el coeficiente de determinacién () y el intervalo de confianza para la pendiente
(ICh). Se calculé el limite de deteccién utilizando las ecuaciones presentadas en el
anexo 3 de esta tesis. Utilizando los mismos datos se calculé el limite de
cuantificacion utilizando las ecuaciones presentadas en el anexo 3 de esta tesis.
Para calcular el limite de deteccién y el limite de cuantificacion utilizando los
blancos, se calcul6 la desviacion estandar (S) de los mismos, utilizando las
ecuaciones presentadas en el anexo 3 de esta tesis.
Las concentraciones utilizadas para el caso de F, NO;, Br y NO3 dan como
resultado una curva de calibracion en donde esta contenido el 50% del limite inferior
de la curva de calibracién; ademas de presentar repetibilidad y en el caso de SO,y
CI por ser las minimas concentraciones que presentan repetibilidad.

H) Selectividad.
Se llevo a cabo el seguimiento de una muestra, un multiestandar, un blanco y la
mezcla del estadndar puro mas la muestra. Se obtuvieron cromatogramas del: 1)
blanco (agua desionizada) para conocer si hay alguna interferencia o algun
componente en el agua que sea detectada durante el andlisis, 2) multiestandar
(para cada anion, se utilizo un estandar diluido en cantidad conocida), 3) muestra
(Mulegé) y 4) mezcla de la muestra, mas el multiestandar en una proporcion 1:3. Los

diferentes cromatogramas obtenidos se compararon (tiempos de retencion y
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nameros de picos obtenidos en los cromatogramas) y se midio la respuesta analitica
de los picos registrados en el cromatograma con respecto a su concentracion y su
relacion (area bajo la curva) comparando el cromatograma de la muestra, el

estandar y la mezcla de ambos.

) Robustez.
Se analizé por triplicado un multiestandar, preparado a las concentraciones de la
muestra procesada al 100% en condiciones normales de experimentacion (Flujo 0.9
mL-min, temperatura de columna 40°C, fase mévil Na;COs3 3.6 mM y una columna
Novosep A-2 con No. de lote 070724). Posteriormente, se cambio la concentracion
de la fase mévil a 3.0 mM y se analiz6 por triplicado, el mismo multiestandar. Este
procedimiento se realizé nuevamente con un cambio a la temperatura de la columna
(45°C), un cambio de columna (Novosep A-2 con No. de lote 040810) y por ultimo,
con un cambio de flujo (1.0 mL-min™?). Se calculé la media aritmética (x) de la
concentracion de cada analito en condiciones normales, en condiciones de cambio
de temperatura, de cambio de flujo, de cambio de columna y de cambio de
concentracion de la fase moévil. Con la media aritmética de cada variacion, se calculo
la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicidon de variacion con
respecto a la condicion normal y se calcul6 el porcentaje de diferencia mostrado en

cada condicién de variacion con respecto a la condiciéon normal.

3.2.4 Calibracién del material volumétrico.

Se calculo la incertidumbre de los matraces volumétricos de 10 mL utilizados para la
preparacion de las muestras, la referencia y diluciones empleadas en las curvas de
calibracion y proceso de validacion.

La calibracion del material volumétrico se realizd por el método de diferencia de
masas y consiste en determinar la masa del agua contenida en el matraz
volumétrico. Este proceso se realiz6 5 veces para cada uno de los 15 matraces
aforados que se utilizaron en el experimento. Por medio de tablas de temperatura
(anexo 6) se realizo la correccion de densidad del agua y se calcul6 el volumen real

contenido en el matraz. Conociendo estos datos, se calculé la incertidumbre
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absoluta, relativa, y combinada. Las férmulas del calculo de incertidumbre se
muestran en el anexo 2 de ésta tesis.
En el caso de las 4 micropipetas y las pipetas volumétricas de 2.0 y 1.0 mL
(utilizadas en el procedimiento experimental) el proceso fue similar a la calibracion
de los matraces, tomando en cuenta el nivel maximo de descarga de cada
micropipeta. Se calculd la incertidumbre absoluta, relativa, combinada y expandida.
Para estimar la incertidumbre tipo B, es necesario considerar todas las fuentes de
incertidumbre que puedan ser significativas y obtener la contribucién individual de
cada una de ellas, por lo que para identificar su influencia en la mediciéon de la
concentracion de un analito se elaboré un diagrama de Ishikawa o de causa-efecto
(Fig. 13).

Esto se aplicé para calcular la concentracién de cada uno de los seis analitos (CI',

Br, F, NO2, NO3 y SO,4%) segun el tipo de muestra analizada con su incertidumbre.

DILUCION CROMATOGRAFO
Mairaz

Calibracion

Inyeccion

Pipeta

Numero de Repetiviidad

diluciones

Temperatura

CONCENTRACION
DEL ANALITO EN LA
MUESTRA

Pureza

Error tipico

SOLUCIONES DE
REFERENCIA CURVAS DE
CALIBRACION

Figura 13 Diagrama de Ishikawa en el que se visualizan las fuentes de incertidumbre de la medicion de la concentracion de un

anion en la muestra.

El calculo de la incertidumbre tipo B se realizé evaluando el efecto combinado de
todas las incertidumbres de cada una de las fuentes de incertidumbre consideradas

(pipetas, diluciones, matraces, equipo). Se calcula la incertidumbre asociada a la
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repetibilidad o tipo A (ver la ecuacion en el anexo 2) y se sumo a la incertidumbre
tipo B para obtener la incertidumbre combinada total.

Finalmente, el resultado se multiplicé por un factor de cobertura, el cual tiene un
valor de 2 tomando en cuentas una distribucién normal, correspondiente a un nivel
de confianza del 95% y de esta manera se obtuvo la incertidumbre expandida de la

concentracion de cada analito.
3.3 Preparacion de disoluciones estandar y de muestras.

Para validar el método analitico y cuantificar aniones en agua hidrotermal, es
necesario contar con los reactivos adecuados, los cuales deben tener una pureza
grado cromatogréfico para poder ser utilizados y, en el caso de las diluciones, estar
en una concentracion minima detectable para el equipo. A continuacién se describe
la preparacion y utilizacion de cada una de las soluciones y reactivos empleados
para la validacién del método y cuantificacion de aniones:
e Estandares: Se emplearon estandares certificados por la empresa Grace
Davison Discovery Sciences. Cada uno de los seis estadndares contenia una
sal del anién de interés (CI, Br, F, NOs y SO4* de concentracién 1004 + 2,
199 + 1, 198 + 1, 198 + 1 y 201 + 1 pg/mL respectivamente) y agua
desionizada como disolvente. Los estandares contienen sales como KCI con
99,0000%, KBr con 99,000%, NaF con 99,9900%, NaNO, con 99.6000%,
NaNO3 con 99,000% y K,SO, con 99.0000% de pureza respectivamente.
Estos estandares son utilizados para determinar los criterios estadisticos de la
validacion.
e Disoluciones para la curva de calibracion: Se emplearon disoluciones a
diferente concentraciéon del anion de interés (Tabla 3), utilizando como

disoluciones madre los estandares certificados.
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Tabla 3. Concentraciones en mg-L'l de los aniones CI, Br, F, NO,, NO3' y S0,% utilizadas
para la elaboracion de las curvas de calibracion para determinar el parametro de linealidad.

ANIONES F Cr Br’ NO, NOj3 S04~
Disolucionl 0.49 100.40 0.50 0.50 0.99 10.05
Disolucion2  0.99  200.80 0.99 0.99 4.95 20.10

Disolucion 3 2.97 301.20 9.95 2.99 14.85 30.15
Disolucion 4 495  401.60 24.87 4.97 24.75 40.20
Disolucion 5 7.92  502.00 29.85 7.96 29.70 50.25
Disolucion 6  9.90 = 602.40 39.80 9.95 39.60 60.30

ESTANDAR

Agua desionizada: Se utilizé un equipo PURELAB UHQ Il para obtener agua
de alta pureza tipo | ASTM. El agua se somete a un proceso con 5 diferentes
tecnologias como la osmosis reversa, adsorcion, desionizacion, microfiltracion
y fotoxidacién. Se obtiene un agua con una resistividad de 18 MQ-cm (dato
proporcionado por el equipo).

Calibradores. Se emplearon 2 soluciones certificadas (QC Check Sample),
una soluciéon que contiene cloruros y sulfatos (QC WS Minerals), y otra que
contiene fluoruros (QC WP Fluoride). La solucibn QC WS Minerals esta
compuesta por 2 viales, por lo tanto, la solucion que contiene cloruros y
sulfatos tiene que prepararse antes de ser utilizada. Su preparacién consistié
en adicionar 10.0 mL de la solucién del vial 1 a 900 mL de agua desionizada
con una resistividad de 18 MQ-cm, posteriormente se adicionaron 10.0 mL de
la solucién del vial 2 a la solucién anterior y se llevé a 1.0 L con agua
desionizada. La solucion certificada QC WP Fluoride se prepard adicionando
10.0 mL del contenido del vial y se diluyé a un volumen de 1 L con agua
desionizada de resistividad 18 MQ-cm. En la tabla 4 se muestra el contenido
de fluoruro, sulfato y cloruro de las soluciones en mg/L, asi como el resultado
obtenido utilizando los métodos EPA, su desviacion estandar y los limites de
aceptacion de dichas soluciones, siendo calculados en base a los
requerimientos de la National Standards for Proficiency Testing. El certificado

de analisis fue expedido por VHG Labs, Inc.
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Tabla 4. Estadistica de los analitos contenidos en las soluciones calibradoras.

NIST L Desviacion  Limites de
. ) Valor de Valor de Medicion | .
Anion Unidades . SRM . estandar aceptacion
preparacion. certificado EPA
# EPA EPA
98.3+
Cloruro mg/L 97.7 919a 97.8 4.34 87.9-107
0.366
358+
Sulfato mg/L 35.6 3154 35.4 2.48 30.4-40.3
0.386
Fluoruro mg/L 0.2991 3183 0.3+0.001 0.3 0.023 0.23-0.37

Muestras: Se realizaron diluciones de 3:100 para procesar las muestras
provenientes de Bahia Concepcion y Punta de Mita, con excepcion de 3
muestras de Bahia Concepcion, las cuales se inyectaron directamente al
cromatégrafo (debido a su baja salinidad). Para el analisis de fluoruros vy
nitritos, las muestras se inyectaron directamente al equipo, sometiéndolas con
anterioridad a un proceso de SPE sin diluciéon. Se utiliz6 como disolvente
agua desionizada.

Referencia: Se utiliz6 agua de mar tratada como referencia (Tabla 5) para los

pardmetros de validacion como exactitud, repetibilidad y linealidad del

método.

Tabla 5. Clasificacion de materiales presentes en el agua de mar y rangos de concentraciones
aproximadas (Libes, S., 2009)

RANGO DE
FASE CATEGORIA . EJEMPLO
CONCENTRACION
lones/Elementos >50 mM CI, Na"
mayores 10 a 50 mM Mg**, SO4~, Ca”", K*
0.1a10 mM C’, Br, Nx(g), B**, 04(q)
Elementos menores Si, Sr™*, F, NOg, Li*, Ar(g), PO4”, Rb",
0.1a 100 uM .
I, Ba
V, As, U, H+, Ne (g), Ni, Kr(g), Zn, Cr,
Solutos 12100 nM () (@
Cu, He(g), Se, Sb, Al
Elementos traza —
Ti, Be”", Mn, Fe, Co, Ga, Ge, Y, Zr, Cd,
<1lnM
Xe(9)
Materia orgénica Aminoacidos, lipidos, compuestos
. ng/L a mg/L L
disuelta organometalicos
Gases moleculares <mM CH,, CO,, CO, N.O
) Particulas organicas ng/L a mg/L Plancton (biomasa)
Sélidos
Particulas inorganicas ng/L a mg/L
Coliodes organicos
Coloides
Coloides inorganicos Oxihidroxidos de hierro

C* = Carbon inorganico, incluyendo HCO3'y CO3”.

B**= Boro inorganico, incluyendo B(OH)s’ y B(OH),
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En base a estos datos, se decidid realizar una dilucion 3:100 a la referencia
utilizando 300 pL de agua de mar y aforar 10 mL con agua desionizada.

Todas las disoluciones empleadas fueron filtradas.

3.3.1 Utilizacién de la extraccién en fase sélida.

Los cartuchos de extraccion en fase solida son de la marca Alltech, cada dispositivo
consiste en 1.5 mL de base poliestireno empacada entre dos capas muy delgadas
de polietileno en un molde de inyeccién de polipropileno. El tipo de polimero es
estireno divinilbenceno, siendo el contra idn el cation plata.

Cada dispositivo contiene 2.3 miliequivalentes de Ag*, los cuales, bajo condiciones
optimas, son removidos en igual cantidad de haluros provenientes de la muestra, es
decir los cloruros, bromuros y yoduros. El cartucho tiene la capacidad de captar 1.2
g-mL de la matriz, por lo tanto la extraccion en fase sdlida se utiliz6 Gnicamente
cuando la concentracién de fluoruros, nitratos y nitritos no se detecte en la muestra
procesada (diluida).

El cartucho se acondicion6 con 10 mL de agua desionizada, posteriormente, se
eluyeron 2 mL de muestras a través del cartucho. Por ultimo, se lavdé con 3 mL de
agua desionizada.

La muestra liquida se filtré con un filtro de papel Whatman de 0.2 um de tamafio de
poro y se inyectd al cromatégrafo para cuantificar fluoruros, nitritos y nitratos. En
algunas muestras fue necesario afiadir una cantidad conocida de los aniones
mencionados anteriormente, debido a que la concentracién de estos analitos en la
muestra era menor al punto inferior de la curva de calibracion, como método de
adicion estandar.

El cartucho se lavé con una disolucién de Na,CO3 1.8 mM y NaHCO3; 1.7 mM para

eliminar los iones cloruro y bromuro del cartucho.
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RESULTADOS Y DISCUSION.



Resultados y Discusion.

4.1 Adecuacion del sistema.

Para la adecuacion del sistema se realizaron pruebas para elegir una fase movil que
permita una buena separacién de los analitos de interés. Se probaron 2 fases
moviles: la primera fase compuesta por la mezcla de Na,CO3 1.8 mM y NaHCO; 1.7
mM y una segunda fase de Na,CO3; 3.6 mM. Ambas fases se probaron a una
temperatura de 40° C y a un flujo de 0.9 mL-min® por ser las condiciones
intermedias de temperatura y flujo. Comparando pardmetros cromatograficos (Fig.
17 y tabla 6) se puede observar que ambas fases separan los analitos de interés,
pero la fase movil Na,CO3/NaHCO3; requiere de mayor tiempo de analisis en
comparacién con la fase de Na,CO3; 3.6 mM, esto debido a que la fase compuesta
Unicamente de carbonatos tiene una mayor fuerza ionica que la fase movil

Na,CO3/NaHCO3; como se observa en las siguientes ecuaciones:

Fase Mavil: Na,CO; —> 2Na’ + CO;*
Concentracién
o 3.6 mM
inicial
Concentracion

_ 7.2mM + 3.6 mM
final

1 2
I=- [Na*](Zy,+)? + [C052](Zc03‘2) ]

1= %[[(7.2 +1073M)](+1)2 + [3.6 + 1073](—2)?]

[=1.08x102M

La fase movil compuesta de la mezcla de carbonatos y bicarbonatos se

muestra a continuacion:

Compuesto 1: Na,CO; % 2Na* + CO;*

Concentracioén
o 1.8 mM
inicial

Concentracion

_ 3.6mM + 1.8 mM
final
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Compuesto 2: NaHCO; Na" + HCO;"

Concentracion

4—
—_
o 1.7 mM
inicial

Concentracion
] 1.7mM+ 1.7 mM
final

2

1 2
I = 2| [Na*](Za)? + [€0321(Zco,~2) + [Na*](Zg)? + [HCO3] (Zurco, ")

= %[(3.6 «1073M)(+1)2 + [1.8 * 1073](=2)2 + (1.7 * 103M)(+1)? + [1.7 * 1073](=1)?]

[=7.1x10-*M

Con base en estos calculos, se puede observar que la fuerza iénica de la fase movil
compuesta por Na,CO3 es mayor, por lo tanto los aniones eluyen con mayor rapidez

en la columna, provocando un tiempo de analisis menor (Quattrocchi, et al., 1992).

Tabla 6. Parametros cromatograficos correspondientes a la prueba de dos fases méviles para
laidentificacion y cuantificacién de aniones.

FASE MOVIL Na,CO3 1.8 mM y NaHCO3 1.7 mM

Fluoruro 6.23 211 0.76" 2.50 - -

Cloruro 10.50 248 1.97 5.06" 1.95 2.59
Nitrito 13.17 2685 2.73 0.11 1.45 1.38
Bromuro 16.74 495 3.74 2.297 1.77 1.37
Nitrato 19.82 1741 4.61 2.18" 1.25" 1.23
Sulfato 39.70 2964 10.25 1.40 8.25 2.22

FASE MOVIL Na;COs 3.6 mM |

Fluoruro 5.42 246 0.53" 1.85 - -

Cloruro 8.85 347 1.51 2.50" 2.09 2.81
Nitrito 10.60 2219 2.00 0.20 1.25" 1.33
Bromuro 12.80 481 2.63 1.97 1.36" 1.31
Nitrato 15.90 1400 3.50 1.84 1.54 1.33
Sulfato 23.42 2123 5.63 1.33 4.03 1.61

(#)Valores que exceden el criterio de aceptacion. La resolucién reportada esta calculada con respecto al compuesto

de la parte superior.
A pesar de presentar una resolucion baja entre los aniones cloruro, nitrito y bromuro
empleando la fase movil de Na,CO3; 3.6 mM, en la practica, no tendr& mucha
importancia, ya que los nitritos normalmente estan en muy bajas concentraciones

con respecto a los iones cloruro y bromuro en las muestras, por lo que se
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cuantificardn utilizando un pretratamiento de SPE, que elimina a los cloruros y
bromuros.

Para la mayoria de los picos que representan a los aniones de interés, el factor de
capacidad, la asimetria y selectividad disminuyen. Mientras mas baja sea la
asimetria en los picos, disminuye la pérdida de precision del método (Quattrocchi, et
al., 1992). Por éste motivo, la fase de Na,CO3 3.6 mM se utilizé para el proceso de

validacion, identificacion y cuantificacion de aniones.

320wV

- e min

320 mi B

Temps 45 min

Figura 17. Cromatogramas correspondientes a la prueba de dos fases mdviles para la identificacién y cuantificacion de
aniones. (A) Cromatograma de la fase movil Na,CO3/NaHCOg3 1.8, 1.7 mM respectivamente. (B) Cromatograma de la fase
movil Na,CO3; 3.6 mM (pico 1: F, pico 2: CI', pico 3: NO3', pico 4: Br’, pico 5: NO3™ y pico 6: SOy).

La posicion de los picos se utiliza para identificar al analito (aniébn) que contiene la
muestra (Fig. 17).

Probando ambas fases, se observé que los iones SO4* (pico 6) interaccionan
fuertemente con la fase estacionaria. Un gradiente de elucién puede ser una
alternativa para la reduccion del tiempo de analisis de los aniones, ya que al
incrementar la concentracion de Na,COg la competencia por los grupos cargados de
la fase estacionaria es mayor, provocando que el anion SO, quede menos tiempo
retenido en la fase estacionaria y su sefial aparezca en un menor tiempo, reduciendo

con esto el tiempo de analisis por muestra (Gros, et al., 2008). Un inconveniente
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técnico es que el equipo utilizado no tiene la capacidad de realizar un gradiente de
elucion.

Para fijar las condiciones de temperatura de la columna y flujo de la fase movil se
realizaron diversos experimentos empleando la fase movil Na,CO3; 3.6 mM.
Comparando los resultados de las tablas 7, 8y 9, y los pardmetros cromatograficos
utilizando la fase movil Na,CO3 3.6 mM (Tabla 6), se pudo observar que la variacion
de temperatura de la columna (Fig. 18) y el flujo de la fase movil no modificaron en
gran manera el tiempo total de analisis, pero la resolucion y asimetria de los picos si
cambiaron de manera significativa, siendo éste el primer filtro para descartar la
condiciéon de 35°C de temperatura de la columna al presentar 3 y 2 analitos con
picos que excedieron el valor minimo de aceptacion para el parametro de asimetria

empleando un flujo de 0.9 y 0.8 mL-min™ respectivamente (ver anexo 4).

Tabla 7. Parametros cromatograficos a condiciones de temperatura de columna de 35°C.
FLUJO DE LA FASE MOVIL 0.9 mL-min™

teencion | teocas |

Fluoruro 5.37 230 0.52" 2.17% -
Cloruro 8.98 317 1.54 2.95" 2.10
Nitrito 10.80 287 2.06 0.31 0.80"
Bromuro 13.25 516 2.75 1.97 1.00"
Nitrato 16.55 1077 3.69 2.05" 1.52
Sulfato 22.85 2054 5.47 1.44 3.12

FLUJO DE LA FASE MOVIL 0.8 mL-min™

Fluoruro 5.93 229 0.68" 2.08" -
Cloruro 9.88 313 1.80 2.72" 2.08
Nitrito 12.02 1910 2.40 1.35 1.28"
Bromuro 14.57 624 3.13 1.97 1.48"
Nitrato 18.42 857 4.22 2.00 1.59
Sulfato 25.50 1757 6.22 1.38 2.86

(#)Valores que exceden el criterio de aceptacién. La resolucién reportada esta calculada con respecto

al compuesto de la parte superior.

Un caso similar se presenta en la condicion de 45°C de temperatura de la columna,
aunado a una baja resolucion en la separacion de los analitos bromuro y nitrato a un
flujo de 1.0 mL-min™; y los iones cloruro, nitrito, bromuro a un flujo de 0.9 mL-min™,

obteniendo una separacion de analitos menor al 98%.
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Comparando los resultados de la tabla 9 y los parametros cromatograficos utilizando
la fase mévil Na,CO3 3.6 mM (Tabla 6) se observé que, en ambos casos, dos
aniones no cumplen con el criterio de aceptacion de resoluciéon, al igual que en

condiciones de temperatura de 45°C y flujo de 0.9 mL-min™.

Tabla 8. Parametros cromatograficos a condiciones de temperatura de columna de 45°C.
FLUJO DE LA FASE MOVIL 1.0 mL-min™

Fluoruro 5.29 273 0.48" 2.19" -
Cloruro 8.12 215 1.28 2.68" 1.62
Nitrito 9.87 1731 1.77 0.34 1.117
Bromuro 13.12 506 2.68 2.02" 3.67
Nitrato 14.52 922 3.08 1.90 0.66"
Sulfato 22.75 952 5.39 1.43 3.38
FLUJO DE LA FASE MOVIL 0.9 mL-min™

Fluoruro 5.40 232 0.53" 2.08" -
Cloruro 8.80 362 1.49 2.53" 2.08
Nitrito 10.48 2339 1.97 0.23 1.24"
Bromuro 12.57 464 2.56 1.97 1.31*
Nitrato 15.52 1791 3.39 1.89 1.55
Sulfato 23.72 2250 5.72 1.39 4.73

(#)Valores que exceden el criterio de aceptacion. La resolucién reportada esta calculada con respecto

al compuesto de la parte superior.

Tabla 9. Parametros cromatograficos a condiciones de temperatura de columna de 40°C.

FLUJO DE LA FASE MOVIL 1.0 mL-min™

229

FLUJO DE LA FASE MOVIL 0.8 mL-min™

Fluoruro 4.98 0.41% 2.08" -
Cloruro 8.12 351 1.30 2.65" 2.06
Nitrito 9.70 2257 1.75 0.23 1.24*
Bromuro 10.87 347 2.08 1.97 0.74*
Nitrato 14.50 1164 3.11 1.94 1.42%
Sulfato 21.33 1882 5.04 1.46 3.72

Fluoruro 5.93 239 0.68" 2.00 -
Cloruro 9.82 339 1.78 2.53" 2.12
Nitrito 11.82 2235 2.35 0.20 1.28"
Bromuro 14.76 640 3.18 1.97 1.76
Nitrato 17.80 1333 4.04 1.95 1.80
Sulfato 25.85 2544 6.32 1.41 4.02

(#)Valores que exceden el criterio de aceptacion. La resolucion reportada esta calculada con respecto

al compuesto de la parte superior.
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También se observo en la tabla 9, que la asimetria de picos fue baja; sin embargo,

los valores reportados a un flujo de 0.9 mL-min™ y temperatura de 40°C fueron aun

mas bajos que a un flujo de 1.0 y 0.8 mL-min™.

El factor de capacidad para cinco de los seis analitos a cuantificar, es mayor al valor

minimo de aceptacion (ver anexo 4) para ambas condiciones de flujo (0.9 y 0.8

mL-min™). La diferencia del tiempo de anélisis fue de aproximadamente 2 minutos,

por lo que se decidi6 utilizar un flujo de 0.9 mL-min*, tomando como base los

valores de asimetria presentados; y una temperatura de columna de 40°C debido a

qgue es un valor intermedio de temperatura de uso que el proveedor recomienda (a

una temperatura mayor de 50°C, la fase estacionaria no es estable).

I mvV

I mV

2

Figura. 18. Comparacion de la separacion
3 de los seis aniones de interés: pico 1: F,
N pico 2: CI', pico 3: NOy, pico 4: Br, pico 5:
NO; y pico 6: SOy4). Los cromatogramas
muestran una  separacibn a una
temperatura de 45 °C (parte superior) y de
35°C (parte inferior) en la columna, ambas
a un flujo de 0.9 mL-min™.

a'c

26 min

b o.as e N R oo Gre e

n 26 min

La eleccién de las condiciones experimentales son las siguientes:

Sensibilidad 100 pS.
Temperatura de columna 40°C.
Fase movil Na,CO3 3.6 mM.
Flujo 0.9 mL-min™.

Polaridad positiva.

Temperatura de celda 35°C.
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e Conductividad total 2 uS.
e Conductividad basal -1.13 pS.
e Presion 2163 psi.

4.2 Validacién del método analitico.
a) Linealidad.

En la tabla 10 se muestran los datos estadisticos que verifican la linealidad del
sistema empleado, evaluando con la t de Student con un nivel de confianza del 95%.
Se obtuvo un coeficiente de determinacion aceptable entre la concentracion (X) y la
sefial analitica (Y), la cual nos permitié cuantificar los aniones F, CI', NO;', Br’, NO3
y SO4 en muestras.

Si el area bajo la curva o bajo el pico de cada analito es proporcional a la
concentracion del mismo, se obtendra una correlacion entre estas dos variables, la
cual podemos ver graficamente en la figura 19, en la cual se demuestra que para los
seis aniones (F, CI, NO;, Br, NOs y SO,) existe una tendencia lineal entre la

concentracion y la respuesta analitica (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de la evaluacion del parametro de desempenio linealidad del sistema.

. Rango dela  Ordenada . Coeficiente de
Anién 1 . Pendiente ) 2 ICm
curva (mg-L™) al origen determinacién
Fluoruro 0.495-9.9 -21.26 312.77 0.9998 313.88, 311.66
Cloruro 100.4 - 602.4 695.21 192.91 0.9994 193.96, 191.86
Nitrito 0.497 —9.95 11.67 95.35 0.9951 97.95, 92.75
Bromuro  0.497 - 39.8 -48.93 67.74 0.9968 68.95, 66.53
Nitrato 0.99 — 39.6 -58.37 107.53 0.9995 108.22, 106.84
Sulfato 10.05 - 60.3 -142.97 139.96 0.9999 140.29, 139.63

ICr, = Intervalo de confianza de la pendiente

Como se observa en la tabla 10, los valores de IC, (intervalo de confianza de la
pendiente) corroboran que existe una pendiente significativamente distinta de cero
para un nivel de confianza del 95%, ya que el intervalo no incluye el cero y los
valores de coeficiente de determinaciéon son muy cercanos a 1. Los criterios de
aceptacion de los parametros r? e IC,, se cumplen para los seis analitos, siendo el
ion nitrito el que mostré un coeficiente de determinacion mas bajo comparado con
los otros cinco analitos, pero lo suficientemente alto para entrar dentro de los

criterios de aceptacion.
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Respuesta analitica

Respuesta analitica
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Figura 19. Gréficos de calibracién empleadas para la validacién y cuantificacién de aniones. Grafico A: Gréfica de calibracion
del ion cloruro con un rango de concentracion de 100.4 mg-L™ a 602.4 mg-L™. Grafico B: Gréfica de calibracién del ion nitrito
con un rango de concentracién de 0.4975 mg-L™ a 9.95 mg-L™. Grafico C: Grafica de calibracién de los iones fluoruro (rombo),
nitrato (cuadrado), sulfato (triangulo) y bromuro (circulo) las cuales presentan un rango de concentracion de 0.495 a 9.90 mg-L
1 0.99a39.6 mg-L™, 10.05 a 60.3 mg-L™ y 0.4975 a 39.8 mg-L", respectivamente.
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En la evaluacion de la linealidad del método se encontré que un comportamiento
lineal entre la concentracion teorica y la concentracion estimada. Los valores de
pendiente y ordenada al origen que forman parte de las ecuaciones que describen el
meétodo para cada analito, se muestran en la tabla 11.

Al igual que en el parametro de linealidad del sistema, los valores de IC, (intervalo
de confianza de la pendiente) corroboran que existe una pendiente
significativamente distinta de cero para un nivel de confianza del 95%, ya que en el

intervalo no se incluye el cero.

Tabla 11. Resultados de la evaluacion del parametro de desempefio linealidad del método.

Anion ci?\;‘g(()mdge-lli) Pendiente 2[%??9?: ggteefril(“:r:iennatgigﬁ ICo 1Co reg r%\éién
Fluoruro 0.99 - 9.90 1.00 -0.008 0.9991 PYoTe o 118
Cloruro 100.40-602.40 19470 249.060 0.9997 1oa3% 523 0.47
Nitrito 0.50 — 10.50 0.99 0,036 0.9970 P s 2.34
Bromuro 2.98 — 39.80 1.00 0198 0.9993 Soao o 1.16
Nitrato 4.95 - 39.60 1.00 0.104 0.9990 Soear 2% 111
Sulfato 10.05 - 60.30 1.00 0.404 0.9977 é;gég' %_32131' 143

ICn = Intervalo de confianza de la pendiente, IC, = Intervalo de confianza de la ordenada al origen.

El intervalo de confianza de la ordenada al origen (ICp) incluye el cero, por lo que es
estadisticamente igual a cero para el grado de significacion escogido (a=0.025) y los
valores de coeficiente de determinacién son mayores a 0.98 para cada grafico, por lo
tanto, se cumplié con todos los criterios de aceptacion (ver anexo 4) para el
parametro de linealidad del método aplicado a los seis aniones (F, CI, NO,, Br,

NO3; y SO.?), demostrando estadisticamente la linealidad del método.

b) Precision.

En la tabla 12 se muestran los valores de precision: repetibilidad y precision del
sistema. Se evalué la diferencia entre ensayos debido al método y/o a la naturaleza
de la muestra. Los valores de repetibilidad utilizando muestras representativas de
agua dulce (Mulege), salina (agua de mar) e hidrotermal (suefios 3) reflejan que la
naturaleza de la muestra repercute en la precision del sistema. A mayor cantidad de
sales la precision disminuye, con excepcion de los sulfatos, lo cual indica que

muestras con gran cantidad de sales seran mas dificiles de cuantificar.
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Debido a la cantidad de aniones presentes en el agua hidrotermal y agua de mar,
asi como a la complejidad de la matriz, es necesario para fijar un criterio de
aceptacion especifico para este tipo de muestras por lo que se empleoé la formula de
Horwitz (Horwitz y Albert, 1994):

CV (%, previsto) = 2 -05109C)

Donde CV es coeficiente de variacion y C es concentracion.

Si se toma en cuenta que las cantidades de fluoruro y nitrato presentes en el agua
de mar son del orden de 10° M obtenemos un coeficiente de variacién de 11.3%,
pero si consideramos que la concentracion de bromuros y sulfatos presentes en el
agua de mar es del orden de 10* M obtenemos un coeficiente de 8.0% vy
considerando al ion cloruro se obtiene un coeficiente de 2.2%.

Se consideraron estos coeficientes de variacion como criterios de aceptacion para
cada anion. Los valores mostrados en la tablal2 estan por debajo del criterio de
aceptacion correspondiente al ion.

Los valores de precisiéon del sistema entran dentro de los criterios de aceptacion (ver

anexo 4), demostrando que no hay diferencia entre ensayos.

Tabla 12. Resultados de la evaluacion del parametro de desempefio precisién del sistema y

repetibilidad.
PRECISION DEL REPETIBILIDAD
ANION SISTEMA Mulegé Agua de mar Suefios 3

DE CV% DE CV% DE CV% DE CV%
Fluoruro 0.017 1.8 0.004 1.7 0.032 3.4 0.012 2.1
Cloruro 6.124 1.3 3.323 0.7 6.125 1.3 3.690 0.7
Nitrito 0.011 1.6 - - - - - -
Bromuro 0.015 0.9 0.023 1.1 0.044 2.4 0.026 1.3
Nitrato 0.024 1.1 0.011 0.1 0.059 2.8 0.022 0.8
Sulfato 0.475 0.9 0.509 0.9 0.412 0.7 0.104 0.3

(-) No se encontro la presencia del anién en la muestra.

En la tabla 13 se observa que el CV para cada uno de los iones es menor al CV%

correspondiente en los 3 dias de analisis.
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Tabla 13. Resultados de la evaluacion del parametro de desempefio precisién del método o precisién

intermedia.
Anioén DIA 1 DIA 2 DIA 3

DE CV% DE CV% DE CV%
Fluoruro 0.014 0.4 0.013 0.4 0.017 0.5
Cloruro 1.329 0.4 2.690 0.9 3.477 1.1
Nitrito 0.027 0.9 0.029 1.0 0.043 1.5
Bromuro 0.040 1.0 0.041 1.0 0.027 0.7
Nitrato 0.031 0.8 0.040 1.0 0.017 0.4
Sulfato 0.022 0.1 0.099 0.3 0.402 1.3

Relacionando los resultados obtenidos en el parametro de linealidad, coincide que el
ion fluoruro presenta una mejor linealidad que el ion nitrito, siendo éste ultimo el que
tiene un menor comportamiento lineal con respecto a los otros cinco analitos. Para
los 3 niveles de precision (precision del sistema, repetibilidad y precision del método

o intermedia), se cumple con los criterios de aceptacion.

c) Exactitud

En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion del parametro
de desempefio exactitud. Se observdé que la recuperacion de cada uno de los
analitos fue satisfactoria, siendo el de menor porcentaje de recuperacion el analito
fluoruro (98.2%) y el de mayor porcentaje de recuperacién el analito nitrito (102.6%).
Estos datos se analizaron con una prueba t de Student, con la cual, se demostré que
no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100% (t teorica=
1.860) con un nivel de confianza del 95%. Todos los porcentajes de recobro entran

dentro del criterio de aceptacion (ver anexo 4).

Tabla 14. Resultados de la evaluacion del pardmetro de desempefio exactitud.

Estandar al 80% Estandar al 100% Estandar al 120%

Anion [E] %R [E] %R [E] %R
Fluoruro  0.687 99.2  0.875 982 1116 1025 99.96
Cloruro  317.05 98.7 39446  98.2 48128  99.8 98.90
Nitrito 0715 1026  0.882 98.4  1.086 99.1 100.03
Bromuro 1197  100.3  1.487 996 1792  100.1 100.00
Nitrato 1587 1002 198  100.3  2.368 99.7 100.07
Sulfato  40.36 1004  49.99 995  60.18 99.8 99.90

[E] = Concentracion experimental. % R = Porcentaje de recobro. . = recuperacion media para cada analito.
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d) Robustez.

Para evaluar el parametro de robustez del método analitico se modificaron 4
variables (Tabla 15). Se determinaron los porcentajes de diferencia absoluta de las
variables con respecto a las condiciones normales de trabajo, tomando en cuenta la
concentracion del estandar, el cual fue preparado a la misma concentracion para
todos los experimentos.

Se observo que el método fue robusto para todos los analitos cuando hay cambios
de temperatura de la columna menores a 5°C, cambios de flujo de fase mévil a +
0.1mL-min™* unidades y cambios de concentracion hasta de 0.6 unidades por debajo

de la concentracion utilizada para el analisis.

Tabla 15. Variables para la evaluacién de robustez del método analitico. Diferencia mostrada en
porcentaje (%)

Cambio de Flujo 1.0 FM Na,COs

Anioén Normal TC 35°C columna mL-mint. 3.0 mM
Fluoruro 0.860 3.2 8.5 4.8 4.7
Cloruro 389.632 1.0 0.4 2.4 1.6
Nitrito 0.739 0.7 6.4 3.1 1.1
Bromuro 1.284 3.5 7.9 0.9 13
Nitrato 2.183 2.3 4.7 4.3 1.6
Sulfato 49.474 0.8 3.2 1.4 3.4

TC = Temperatura de columna, FM = Fase movil.
Cuando se cambia la columna por una nueva (conservando el tipo de fase
estacionaria), es necesario hacer una revalidacion debido a que este cambio no
mostré una robustez en la mitad de los analitos de estudio. Con un cambio de
columna el método no es robusto para los aniones fluoruro, bromuro y nitrito. El
criterio de aceptacion para este parametro de desempefio se puede ver en el anexo
4.

e ) Selectividad.

Para evaluar el pardmetro de selectividad se compararon los cromatogramas
obtenidos para el blanco (agua desionizada), un multiestandar (F, CI, NO,, Br,
NOsz y SO4), una muestra procesada (Mulegé) y la mezcla de la muestra con el

estandar con una proporcion 1:3.
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Figura 20. Comparacién de 2 cromatogramas para la evaluacion del criterio de selectividad del método: muestra y blanco. La
sefial analitica por la parte inferior presenta una escala para F'(1), Br (4) y NOs™ (5) de 20 mV a -8 mV, La sefial analitica por la

parte superior presenta una escala para CI (2) y SO, (6) de 5000 mV a -8 mV.

En la figura 20 se observan 2 cromatogramas, siendo la parte inferior de la figura el
cromatograma correspondiente al blanco, en el cual no se observa ningun pico, solo
una linea recta, lo cual nos indica que el agua empleada para el procesamiento de
las muestras y lavado del material esta libre de iones. En la parte superior de la
misma figura, se observa el cromatograma correspondiente a la muestra (Mulegé).
En este cromatograma solo se pueden observar 5 picos, siendo la sefial de los
nitritos la que no se aparece debido a que no hay iones nitrito en cantidades
detectables en la muestra. Los picos correspondientes al cloruro y sulfato se
observan a una escala de 5000 mV a -8 mV , mientras que los aniones restantes
estan en una escala de 20 mV a -8 mV, debido a que los aniones cloruro y sulfato
estan en mayor proporcidén con respecto a los cuatro restantes, opacando su sefal
en el cromatograma. Sin embargo se ponen en el mismo grafico para efectos de una
mejor comparacion.

En la figura 21 (parte A2 y B2) se observan los 6 aniones de interés. El pico que
representa al ion nitrito (3) en el cromatograma de la figura 21 A2 es ligeramente
menos intenso en comparaciéon con el cromatograma de la figura 21 B2, debido a
que la muestra no contiene el ion nitrito y la cantidad de nitritos presentes en el
multiestandar se ve afectada por la dilucion, por lo tanto el pico solo muestra lo

contenido en el multiestandar.

57



Capitulo IV.

MUESTRA + MULTIESTANDAR MULTIESTANDAR
o0 v i
12 2
6
1 3 45 1 3 45 N
100 my Az . Bz .
2 ‘6 6
. 2
5
1
1 34 ) 3 45
" TR — ] _ of —
Thempa (min)

Figura 21. Cromatogramas para la evaluacion del criterio de selectividad del método. Cromatogramas Al y A2 (acercamiento):

mezcla de muestra y el multiestandar. Cromatogramas B1 y B2 (acercamiento): multiestandar.

Tambien se puede observar en la figura 21 A1y B1 que los picos representantes de
los iones cloruro (2), bromuro (4), nitrato (5) y sulfato (6) presentan un aumento en la
respuesta analitica, es decir, los picos son mas altos en el cromatograma de la
mezcla (Fig. 21 Al y A2) que en el cromatograma de la muestra (Fig. 20) y el
estandar (Fig. 21 B1 y B2) por separado.

En el caso del ion fluoruro (1) se ve una diminucion en la sefial analitica en la mezcla
del multiestandar y la muestra debido a la baja concentracion del ion en la muestra y
el efecto de la dilucion (Fig. 21 A2 y B2).

Con estos resultados se puede afirmar que el método es selectivo para los analitos
fluoruro, cloruro, nitrito, nitrato, bromuro y sulfato, debido a que la matriz y el blanco
no contienen otros componentes que interfieran en la cuantificacion de dichos
aniones. Por lo tanto la metodologia nos permite cuantificar e identificar

simultaneamente los aniones de interés.
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f) Limite de deteccién y limite de cuantificacion.

El limite de deteccion y el limite de cuantificacion fueron determinados mediante 2
meétodos: regresion lineal y medicidon de blancos. Como se aprecia en las tablas 16 y
17 los resultados del limite de deteccion y el limite de cuantificacién en cada método

no muestran diferencia.

Tabla 16. Resultados de la evaluacion del parametro de limite de deteccion.

Anién Pendiente Ordenada Coeficiente de ICm DE bianco LD1 LD2
al origen  determinacion (mg-LH)  (mg-Lh
Fluoruro 262.91 -10.20 0.9907 264.82, 7.44 0.038 0.038
261.00
Cloruro 223.30 -22.38 0.9954 224.41, 13.64 0.10 0.10
222.19
Nitrito 136.43 -19.97 0.9927 136.97, 5.54 0.07 0.07
135.89
Bromuro 79.77 -12.29 0.9905 80.23, 1.71 0.13 0.13
79.32
Nitrato 134.92 -29.98 0.9882 137.49, 1.44 0.22 0.22
132.35
Sulfato 106.65 -2.49 0.9839 107.45, 9.70 0.09 0.09
105.84

Se utilizaron 2 métodos para la medicién del limite: por regresion lineal (LD 1) y por medicion de blancos (LD 2). IC,, = intervalo
de confianza para la pendiente. DEpjanco = desviacion estandar de blancos

En la tabla 16 se observa que todos los valores de IC, (intervalo de confianza de la
pendiente) entran dentro del criterio de aceptacion (anexo 4) y corroboran que
existe una pendiente significativamente distinta de cero para un nivel de confianza

del 95.0%, ya que en el intervalo no se incluye el cero.

Tabla 17. Resultados de la evaluacion del parametro de limite de cuantificacion.

Anién LC1 LC2

(mg:Lh) (mg-L™h

Fluoruro 0.039 0.039
Cloruro 0.10 0.10
Nitrito 0.08 0.08
Bromuro 0.13 0.13
Nitrato 0.22 0.22
Sulfato 0.10 0.10

Se utilizaron 2 métodos para la medicion del limite: por regresion lineal (LC1) y por medicion del blancos (LC2).

En la figura 22 se observan las curvas de calibracion utilizadas para la determinacion
de limite de deteccion y limite de cuantificacion. Cada una de las curvas presenta
una linealidad la cual esta representada por el coeficiente de determinacioén, el cual
es mayor o igual a 0.98, siendo el ion sulfato y el ion nitrato los que presentan una
linealidad menor pero lo suficientemente alta para considerar que existe una relaciéon

lineal entre la concentracion y la sefial dada por el equipo.
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Figura 22. Gréafico que muestra las curvas de calibracion utilizadas para determina el limite de deteccién y limite de
cuantificacién para cada uno de los analitos de interés.

Todas las curvas de calibracidbn que se realizaron para la cuantificacion de los
aniones F', CI', NO,', Br, NO3 y SO,? presentan puntos de concentracién mayores

a los limites de cuantificacién y deteccion.

4.3 Incertidumbre.

Se calcul6 la incertidumbre de cuatro micropipetas y los matraces utilizados para la
cuantificacion de aniones en agua hidrotermal y la preparacion de estandares para la
validacion de la metodologia. Los resultados se muestran en la tabla 18, en la cual
se puede observar que a mayor variacion en el volumen, la incertidumbre se

incrementa.

Tabla 18. Resultados de incertidumbre de las micropipetas y matraces utilizados en los experimentos.

Material Capacidad Incertidumbre Incertidumbre Incertidumbre
(mL) absoluta combinada GEULIER (18]
Micropipeta -3 -3 -3
Hamilton 0.100 1.17 x10 1.17 x 10 2.35x 10
Micropipeta 4 4 -4
Transferpette 0.200 2.75x10 2.75x10 5.50x 10
Micropipeta -3 -3 -3
Hamilton 1.000 1.17 x10 1.17 x 10 2.35x 10
Micropipeta -3 -3 -3
Transferpette 1.000 2. 69 x10 2.69 x 10 5.38x 10
Matraz A 10.0 5.0x 10" 1.38 x10° 2.77 x10”
Matraz B 10.0 9.78 x 10° 9.78 x 10° 1.94 x 10°

La letra A de los matraces indica la precision del mismo, estos cuentan con + 0.02 mL de variacion en el volumen. Los
matraces con la letra B cuentan con = 0.04 mL de variacién en el volumen.
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Tabla 19. Resultados de la incertidumbre para la muestra Los Suefios 1.

_ Incertidumbre tipo B Incertidumbre Incertidumbre
Aniodn tipo A expandida
Regresion Matraz Pipieta Repetibilidad (mg-L™)
Fluoruro 1.21 x10°® - 3.02 x10° 1.80 x10™ +0.019
Cloruro 2.31 x10°® 7.67x10% 6.13x10° 0.1637 +3.48
Nitrato 1.66 x10” - 6.13 x10° 2.94 x10° +0.01
Sulfato 2.41 x10” 7.67x10% 6.13x10° 5.26 x10™ +0.54

(-) Factor que no se tomd en cuenta para calcular la incertidumbre de la concentracion de ese analito.

En la tabla 19 se muestra el resultado de la incertidumbre de la concentracion de
cada analito presente en la muestra Los Suefios 1. La incertidumbre varia segun el
tipo de agua y analito que se va a cuantificar, ya que no todas las muestras
presentan el mismo tratamiento para realizar el analisis, es decir, algunas muestras
fueron preparadas mediante diluciones, adicién de estandar o bien fueron analizadas

inyectando directamente la muestra con previa filtracion.

4.4 Utilidad de la extraccion en fase solida.

La cromatografia idénica aplicada al analisis de agua de mar presenta algunos
inconvenientes; uno de ellos es la alta concentracion de cloruros que causa una
cercania de los picos de cloruro y nitrito, ya que la amplitud del pico de cloruros no
permite determinar con precision la concentracion de los nutrientes como el nitrito
(Bruno, et al., 2003), por este motivo es necesario aplicar un pretratamiento de
extraccion en fase sdlida.

Tomando en cuenta que la técnica de extraccidn en fase solida es empleada en la
determinacién de pesticidas y otros contaminantes (Lohumi, et al; 2004) se utilizo
para la preparacion de las muestras de agua de mar y descargas hidrotermales para
cuantificar iones fluoruro, nitrito y nitrato.

Se realizaron pruebas para conocer el funcionamiento de la extraccién en fase solida
(Fig. 23 A) en las cuales se pueden identificar la aparicion de un pico negativo el
cual representa a un compuesto de menor conductividad que la fase movil (Montoya
y Castafo, 2004), este compuesto probablemente proviene de la muestra, ya que en
las pruebas realizadas para eliminar los iones cloruro en un estandar no aparece el

pico negativo (Fig. 23 Ay B).
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Figura 23. Cromatogramas para ver el funcionamiento de la extraccion en fase sélida. Cromatograma A: Agua de mar después
de un tratamiento de extraccion en fase sélida. Cromatograma B: Multiestandar después de un tratamiento de extraccién en

fase sdlida. Cromatograma C: Multiestandar antes de un tratamiento de extraccion en fase sélida.

También se observa que el cloruro disminuye considerablemente después de aplicar
tratamiento de extraccion en fase sélida (Fig. 23 A), al quedar practicamente
eliminado de la muestra. Debido al tipo de intercambiador, el cartucho también
elimina a los iones bromuro, ya que estos también tienen la capacidad de formar
precipitados con los iones Ag® que se encuentran en el cartucho (ver calculo de
precipitacion de AgCl, AgBr y Agl en el marco teérico). De manera que se tiene que
cuantificar al mismo tiempo los iones cloruro y bromuro ya que una vez hecho el
pretratamiento de la muestra con una extraccidon en fase sélida para eliminar
cloruros, también se eliminaran los bromuros y no habra manera de cuantificarlos.

El principal problema del manejo de muestras naturales es la alta cantidad de iones

inorganicos que pueden sobrecargar la capacidad de los adsorbentes utilizados en

la extraccion en fase soélida.
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Figura 24. Cromatogramas de las muestras Los Suefios 6 (A), Los Suefios 8 (B), Los Suefios 3 (C) y Los Suefios 1 (D)

después de una extraccion en fase sélida. Anién no identificado (ANI). Fluoruro (1). Nitrato (2). Sulfato (3).

En la figura 24 se muestran los cromatogramas de 4 descargas hidrotermales,
provenientes de Bahia Concepcién, Baja California Sur, las cuales fueron
procesadas mediante una extraccion en fase sélida. En los cromatograma A, Cy D,
es evidente la aparicién de un anién no identificado. Este anion se encuentra en una
mayor cantidad en comparacion con el ion fluoruro. Debido al cambio de pH
(alrededor de 7 a casi 3) de la muestra después de la extraccién en fase sélida, es
probable que se origine un oxihaluro, probablemente una especie CIlO; con el
remanente de cloruro que estuviera presente en la muestra. Esto es mas evidente
cuando el cartucho se ha reutilizado, lo cual nos indica que hay una sobrecarga en el
adsorbente (Bruno, et al., 2003). Por tanto, el uso de los cartuchos debera ser mas
frecuente (aproximadamente 2 cartuchos por muestra) tomando en cuenta la alta
concentracion de cloruros en la muestra.

Para poder cuantificar estos aniones se disminuyo la concentracion de la fase movil,
utilizando una fase de 3.0 mM de Na,CO3 (en vez de 3.6 mM usada inicialmente),

condicion experimental que mostro ser valida para cuantificar iones fluoruro, nitrito y
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nitrato (ver parte 4.2 inciso “d” de éste capitulo). La separacion de los picos mejora,

pero el tiempo de analisis aumenta a 30 minutos.
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Figura 25. Cromatograma de la muestra Los Suefios 4 con un pretratamiento de extraccion en fase sélida. Cromatograma A:
Muestra. Cromatograma B: Muestra mas la adicion de un estandar de ion fluoruro. ANI = Anion no identificado. FLUO = lon

fluoruro. NITR = lon nitrato. SULF = lon sulfato.

Para identificar si el pico identificado como “FLUO” correspondia al ion fluoruro, se
realiz6 una adicién estandar de ion fluoruro a una muestra procesada (Fig. 25), la

cual confirmo que el pico identificado como “FLUQO” si corresponde a ion fluoruro.

Control

$ FLUO 5633

% NITR 17.266

FLUD 5616

Ventila

Tiempo 30 min.

Figura 26. Cromatogramas de las muestras provenientes de Punta de Mita, Nayarit preparadas con SPE. Parte superior:
muestra control (agua de mar tomada a 500 m de distancia de la ventila). Parte inferior: muestra ventila (agua hidrotermal).
FLUO = lon fluoruro. NITR = lon nitrato

Para las muestras provenientes de Punta de Mita, Nayarit no se presentaron
inconveniente para la cuantificacion de fluoruros y nitratos utilizando extraccion en
fase solida (Fig. 26) logrando una mejora en la intensidad de la sefial de fluoruros y

nitratos.
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En las 14 muestras analizadas mediante la técnica de cromatografia de tipo ibnico y
extraccion en fase sélida no se detectaron iones nitrito. No se puede asegurar la
ausencia de estos iones en las muestras ya que el limite de deteccién del método
para el andlisis de nitritos es de 0.074 mg-L™, por lo que existe la posibilidad de que
los iones nitrito se encuentren en menor cantidad en las muestras, pero por éste
método no se puede cuantificar.

Cabe resaltar que la metodologia utilizada para la determinacion de aniones en agua
hidrotermal y agua de mar es util pero presenta algunos inconvenientes como la
cantidad de cloruro y sulfatos presentes en las muestras pueden afectar el
funcionamiento de la columna. Debido a las altas concentraciones de cloruros en
las muestras solo se pensé en eliminar a éste analito de la muestra, pero como se
observa en la figura 26, la cantidad de sulfatos también es un problema si no se
hace una dilucién a la muestra, por lo que se tendria que utilizar extraccion en fase
sélida para eliminar sulfatos, provocando con ello que la metodologia sea mas

costosa.

4.5 Cuantificacion de aniones de las descargas naturales en Bahia
Concepcion, Baja California Sur y Punta de Mita, Nayarit.

Los parametros fisicoquimicos del agua hidrotermal ayudan en la identificacién del
tipo de agua que proviene de la descarga, siendo de gran importancia los sélidos
totales disueltos, pH, conductividad y salinidad, ya que éstos parametros estan
relacionados con la composicion de sales (aniones) presentes en el agua. En la
tabla 20 se muestran los resultados de los cinco parametros de cada una de las
descargas en Bahia Concepcion y Punta de Mita, asi como del agua de mar y
muestras representantes de agua dulce.

La salinidad es la cantidad total en gramos de las sustancias soélidas contenidas en
un kilogramo de agua del mar (Libes, 2009). Para el agua de mar oscila entre 33y
37. En la tabla 20 se puede observar que la salinidad del agua de mar fue de 34.1 1o
cual, coincide con el resultado esperado, pero las descargas hidrotermales costeras
de Bahia Concepcidn, presentaron una salinidad menor al 24 lo cual es un indicativo

de un fendmeno de dilucion en el agua presente en las descargas.
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Tabla 20. Parametros fisicoquimicos de cada una de las descargas encontradas en Bahia
Concepcién y Punta de Mita.

~ Areade ' Temperatura Conductividad ~ TDS o
w%¢ PR (msem?) gL Sl

Los Suefios 1 56.1 7.69 34.5 17.27 21.7
Los Suefios 2 | 56.4 | 6.80 | 36.6 | 1828 | 231 |
Los Suefios 3 52.3 6.33 29.9 14.93 18.5
Los Suefios 4 | 55.7 | 6.83 | 35.1 | 1756 | 221 |
5 Agua Los Suefios 5 50.9 7.18 35.1 17.48 22.0
Bahia hidrotermal | Los Suefios 6 | 50.1 | 6.76 | 36.8 | 1840 | 233 |
Con‘éZPaC'O“’ Los Suefios 7 40.6 7.32 34.7 17.35 218
Ca”folmia Los Suefios 8 | 57.4 | 7.36 | 36.3 | 1814 | 229 |
Sur Los Suefios 9 425 7.33 35.0 17.50 23.9
La Posada 49.2 | 7.25 | 35.0 [ 1735 | 219 |
Agua de mar 23.0 8.06 47.4 23.7 31.8
Mulegé 19.0 | 8.00 | 1.9 | 094 | 09 |
Agua dulce | San Ignacio 19.0 7.99 1.3 0.64 0.6
La trinidad | 19.0 | 8.54 | 2.4 | 121 | 12 |
Agua de 5 metros de
Punta de gmar profundidad 2oz el A A5 Sl
Mita, Nayarit e Ventila 29.6 8.13 36.7 18.33 32.2
idrotermal

TDS = Soélidos totales disueltos.

Los parametros fisicoquimicos de conductividad, sélidos totales disueltos y salinidad
(Tabla 20) guardan una relacion con la cantidad de cloruros encontrada en las
diferentes descargas (Tablas 21 y 22) esto se debe a que el 98.0% de la sal
contenida en el agua de mar, es NaCl y el 2.0% restante corresponde a otras sales
(Gros, et al; 2008), por lo tanto, las caracteristicas de conductividad del agua y
salinidad estardn dadas por la cantidad de cloruro contenida en cada una de las

muestras.

Tabla 21. Resultados de la cuantificacién de aniones en agua hidrotermal, dulce y salina en Bahia

Concepcion.
_ O e a O 0
i Fluoruro Cloruro Bromuro Nitrato Sulfato
Los Suefios 1 | 0.585+0.019 7412.88+3.48 ND 1.13+0.01 376.69+0.54
Los Suefios 2 | 0.618+0.011 | 11305.62+3.11 ND 1.15+0.09 | 685.57+1.23

Los Suefios 3 | 0.534+0.008 | 17100.82+10.00 60.54+0.09 1.13+0.01 | 987.33+3.59
Los Suefios 4 | 0.488+0.020 | 12627.52+5.80 48.79+0.17 1.33+0.17 | 686.08+3.59
Agua Los Suefios 5 | 0.453+0.002 | 8491.60+4.57 45.41+0.74 1.72+0.03 | 456.83+0.45
hidrotermal | Los Suefios 6 | 0.624+0.023 | 17528.83+9.93 60.14+0.05 1.09+0.06 | 1008.90+0.40
Los Suefios 7 | 0.363+0.064 | 16105.64+6.12 55.63+0.61 0.70+0.09 | 669.81+0.20
Los Suefios 8 | 0.733+0.112 | 16800.11+7.52 58.27+0.41 0.81+0.12 | 860.78+0.50
Los Suefios 9 | 0.673+0.039 | 18288.67+4.79 61.94+0.29 1.70+0.03 | 1181.80+0.34
La posada 0.645+0.023 | 11742.63+7.80 46.55+0.86 19.46+1.13 | 603.23+1.35

Mulegé 0.243+0.013 454.69+4.11 2.06+0.63 32.80+0.94 | 164.15+1.42

Agua dulce San Ignacio | 0.334+0.188 233.51+5.84 1.15+0.10 5.94+0.20 41.96%5.61
La trinidad 1.365+0.051 542.27+2.45 1.86+0.08 1.01+0.25 | 238.75+8.93
Agua de mar 0.717+0.533 | 20956.46+3.57 53.41+0.91 1.59+0.88 | 2824.43+4.81

ND = Anién que no pudo ser detectado.
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Tiempo (min.)

Figura 27. Cromatogramas de las muestras provenientes de Bahia Concepcion, Baja California Sur. Agua hidrotermal: Los
Suefios 3 con factor de dilucién de 1:33 (A). Agua de mar con un factor de dilucién de 1:33 (B). Agua dulce: San Ignacio sin
diluciones (C).

El agua de mar es la que presenta una mayor cantidad de cloruros (Fig. 27 A) y la
gue tiene mayor conductividad, sélidos totales disueltos y salinidad. Por el contrario,
la muestra proveniente de San Ignacio presentd la mas baja cantidad de cloruros
(Fig. 27 B), por lo tanto, también es la que present6 la mas baja conductividad,
sélidos totales disueltos y salinidad en comparacion con las 18 muestras analizadas.
Estas dos muestras son un ejemplo de agua salina y agua dulce (Fig. 27 C),
respectivamente.

El agua dulce es aquella que tiene cantidades minimas de sales disueltas, por lo
tanto su salinidad es muy baja (Fig. 28).

Para saber si hay una diferencia entre las descargas se aplic6 una prueba
estadistica ANOVA utilizando como estadigrafo la F de Fisher. Se pudo concluir que
las diez manifestaciones hidrotermales de Bahia Concepcién son significativamente
iguales al 95% de confianza con base a la composicion de aniones mayoritarios, pH,
conductividad, salinidad, sélidos totales disueltos y temperatura de descarga (ver

tabla 1 del anexo 5).
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Figura 28. Gréfico en donde se puede observar como varia la salinidad con respecto a los iones cloruro de las muestras
provenientes de Bahia Concepcién. Se pueden distinguir 3 tipos de agua: dulce (triangulo), hidrotermal (circulo) y agua de mar

(rombo).

Normalmente, el ion bromuro se encuentra en niveles muy bajos en fluidos
geotérmicos, excepto cuando hay mezcla de fluido hidrotermal con agua de mar.

Si comparamos el agua hidrotermal, el agua dulce y el agua de mar se observé que
no existe diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza entre tipo de
agua, con base a la composicion de aniones mayoritarios, pH, conductividad,
salinidad, solidos totales disueltos y temperatura de descarga (ver tabla 2 del anexo
5).

En el caso del sistema hidrotermal submarina localizado en Punta de Mita, Nayarit,
no se puede determinar si la cantidad de cloruros proviene uUnicamente de la
descarga o0 bien si existe una combinacion de agua de mar y agua hidrotermal
producto de la mezcla con agua de mar en el muestreo (Tabla 22 y fig. 29), ya que
los datos obtenidos no son estadisticamente significativos (ver tabla 3 del anexo 5).
Los parametros fisicoquimicos tampoco presentan una diferencia significativa

después de aplicar una prueba F de Fisher con una confiabilidad del 95%.
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Tabla 22. Resultados de la cuantificacién de aniones en agua hidrotermal y salina en Punta de Mita.

Concentracion (mg-L™)
Fluoruro Cloruro Bromuro Nitrato Sulfato
Superficie 0.230+0.025 | 14987.01+4.42 | 71.20+0.77 | 0.24+0.06 | 1960.26%0.26
; 0.210+0.039 | 22151.54+14.43 91.08+0.78 0.43+0.03 2860.05+4.87
profundidad

Control 1.239+0.053 [ 19587.88+3.57 85.35+0.91 0.90+0.16 | 2268.24+4.81
Agua hidrotermal 1.053+0.072 | 18081.42+8.14 | 309.55+1.02 | 5.78+0.88 71.50+0.25

Muestra

Agua
de 5 metros de

mar

mV
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8 B

A

——
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Figura 29. Cromatogramas de las muestras provenientes de Punta de Mita, Nayarit. Agua hidrotermal (A). Agua de mar:
Control (B).
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CONCLUSIONES.



Conclusiones.

El método de extraccion en fase solida mejoré la respuesta analitica de los iones
fluoruro y nitrato en muestras con alta concentracion de iones cloruro. La desventaja es
cuando las muestras presentan alta salinidad (mayor a 20), se utilizaron mas cartuchos
de extraccion en fase sdlida provocando que el costo del analisis se eleve, y por lo tanto
es recomendable el uso dependiendo de la naturaleza de la muestra; ademas es
necesario cuantificar los iones bromuro y cloruro empleando una dilucion, ya que el

pretratamiento de extraccion en fase solida elimina a ambos aniones.

En la etapa de validacion, se obtuvo evidencia estadistica suficiente para comprobar
gque el método propuesto es apto para cuantificar aniones mayores en aguas de
diferente salinidad, presentando precision, exactitud, linealidad dentro de los intervalos
de concentracion estudiados para los seis aniones estudiados y selectividad. El método
presento robustez solo para los iones CI, NOs y SO,* al ser evaluado con cambios de
temperatura, columna, concentracién y flujo de fase mévil; sin embargo, en el caso de
los aniones NOy’, Br' y F', es necesario revalidar el método cuando existiere un cambio

de columna.

Esta metodologia se recomienda para el andlisis de Br, CI, NOs, NO, y SO4%, siendo
una buena alternativa para el analisis de aniones mayores en aguas naturales; también
puede utilizarse para F pero con ciertas limitaciones, ya que en el caso de matrices
desconocidas, por la dificultad de medir bajas concentraciones y presencia de ciertos
compuestos que eluyen muy préximos a los fluoruros, complican la cuantificacion de

iones fluoruro.

El tipo de agua proveniente de la zona de estudio de Bahia Concepcion, es una mezcla
de agua de mar y meteodrica, debido a la relacion de la concentracion de cloruros y
bromuros que presentan. En cambio, no se puede definir si la composicion quimica de
las descargas hidrotermales submarinas provenientes de Punta de Mita presenta el
fendbmeno de mezcla, debido a que las concentraciones de iones cloruro son muy

cercanas entre la descarga hidrotermal y la zona control (500 m de distancia de la
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ventila), donde esta presente Unicamente el agua de mar, lo que nos indica que el

muestreo es una etapa importante para la obtencion de un resultado confiable.

Cabe mencionar que esta técnica es utilizada como una técnica alternativa para la
cuantificacion de iones en agua natural y potable, debido a que en México solo existen
normas nacionales que permiten la cuantificacion de estos iones empleando métodos

volumétricos, nefelométricos y potenciométricos.

Se ha probado la técnica de cromatografia de liquidos de tipo i6nico para analizar agua
de mar pero, por si sola, no da buenos resultados; sin embargo, si se complementa con
otra técnica de separacion como la extraccion en fase sélida, el andlisis de muestras
naturales se realiza de manera rapida, precisa, con menor cantidad de muestra y
menos interferencias durante el andlisis en comparacion con las técnicas empleadas en

las normas nacionales.
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Anexos

ANEXO 1. GLOSARIO.

Adecuacion del sistema: Verificacion de que el sistema opera con base a criterios
preestablecidos que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un método

analitico.

Agua natural: Se define como agua natural el agua cruda, subterranea, de lluvia, de

tormenta, residual y superficial.
Agua hidrotermal: Agua caliente que circula por la corteza.

Agua salobre: Agua con mayor salinidad que el agua dulce, pero menor que el agua

de mar
Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Blanco: Agua reactivo 0 matriz equivalente a la que no se le aplica ninguna parte del

procedimiento analitico y sirve para evaluar la sefial de fondo.

Calibracion: Conjunto de operaciones que establecen, bajo condiciones especificas, la
relacion entre los valores de una magnitud indicados por un instrumento o sistema de
medicién, o los valores representados por una medida materializada y los valores
correspondientes de la magnitud, realizados por los patrones, efectuando una
correccion del instrumento de medicion para llevarlo a las condiciones iniciales de

funcionamiento.

Descarga: Accion de verter, infiltrar, depositar o inyectar aguas a un cuerpo receptor en

forma continua, intermitente o fortuita.

Disolucion estandar: Disolucion de concentracién conocida preparada a partir de un

patron primario.

Disolucion madre: Corresponde a la disolucion de maxima concentracion en un

analisis. A partir de esta disolucion se preparan las disoluciones de trabajo.
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Exactitud: Proximidad de concordancia entre el resultado de una medicién y un valor

verdadero del mensurando.
Fluido hidrotermal: Agua caliente y/o gas que circula por la corteza.

Incertidumbre de medicién: Pardmetro asociado con el resultado de esa medicion,
que caracteriza la dispersion de los valores que se podrian atribuir razonablemente al

mensurando.

Incertidumbre estandar: Incertidumbre del resultado de una medicidon expresado como

una desviacion estandar.

Incertidumbre tipo A: Incertidumbre proveniente del analisis estadistico de una serie

de observaciones.

Incertidumbre tipo B: Incertidumbre proveniente de medios distintos al analisis

estadistico de una serie de observaciones.

Incertidumbre estandar combinada: Incertidumbre estandar del resultado de una
medicién cuando el resultado se obtiene de los valores de otras cantidades, y es igual a
la raiz cuadrada positiva de una suma de términos, los cuales son las varianzas o
covarianzas de estas otras cantidades ponderadas de acuerdo a como el resultado de

la medicién varia con cambios en estas cantidades.

Incertidumbre expandida: Cantidad que define un intervalo alrededor del resultado de
una medicién, y que se espera abarque una fraccion grande de la distribucion de

valores que se podrian atribuir razonablemente al mensurando.

Intervalo: Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e inferior del
analito, para las cuales se ha demostrado que el método analitico es preciso, exacto y

lineal.

Limite de cuantificacion: Concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion

establecidas.
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Limite de deteccion: Concentracion minima del analito en una muestra que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion

establecidas.

Linealidad: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por
medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la

concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.
Mensurando: Magnitud particular sujeta a medicion.

Método analitico: Descripcion de la secuencia de actividades, recursos, materiales y
parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el andlisis de un componente

especifico de la muestra.

Parametro de calidad: Variable que se utiliza como referencia para determinar la
calidad de agua.

Parametro de desempefio: Parametro a estudiar en un protocolo de validacion.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento analitico se aplica repetidamente a diferentes alicuotas o porciones de

una muestra homogénea.

Precision intermedia: Concordancia relativa entre determinaciones independientes

realizadas en un mismo laboratorio por diferentes analistas, en distintos dias.

Recobro: Cantidad del analito determinada en la muestra adicionada o solucién

estandar adicionada, empleando el método analitico.

Repetibilidad: Grado de concordancia obtenido entre determinaciones independientes

realizadas bajo las mismas condiciones operativas (analista, tiempo, equipo, etc.)

Robustez: Capacidad del método analitico de mantener su desempeiio al presentarse
variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros normales de operacion del

método.
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Sistema hidrotermal: Conjunto de descargas de fluido gasohidrotermal (gas y/o agua)
gue se manifiestan superficialmente en la zona costera de las playas o en el fondo del

mar.

Trazabilidad: Propiedad del resultado de una medicion o del valor de un patrén por la
cual pueda ser relacionado a referencias determinadas, generalmente patrones
nacionales o internacionales, por medio de una cadena ininterrumpida de

comparaciones teniendo todas las incertidumbres determinadas.

Validacion del método analitico: Proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones

analiticas deseadas.
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ANEXO 2. CALCULO DE INCERTIDUMBRE.

La incertidumbre tipo B considera todas las fuentes de incertidumbre que puedan ser
significativas, por lo tanto, se debe obtener la contribucion individual de cada una de
ellas, considerando el numero de mediciones. La férmula para el célculo de la

incertidumbre combinada es:

Uo= J(U)*+ (Up* (1)

Donde U. es la incertidumbre del mensurando y U; es la incertidumbre individual por
variable que afecte la medicion del mensurando. El valor calculado es el que se debera

utilizar para el parametro considerado.

La incertidumbre combinada total se calcula evaluando el efecto combinado de todas
las fuentes de incertidumbre, utilizando el método de propagacion de incertidumbres. Si

la expresion matematica de y es
y=ptqxrt-

la féormula para calcular la incertidumbre de y es

U.(y) :\/U(p)z +U(@)?+U(r)?+ - 2)
Con la ecuacion 2 se calcula la incertidumbre absoluta.

Pero si la expresion matemética de y es

DrQ*T*...
MmHn*...

y:

la formula para calcular la incertidumbre de y es

2o e o
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Donde U.(y) es la incertidumbre asociada a la medida y, en tanto que U(p) y U(q) son
las asociadas a las diferentes mediciones de (p) y (q) requeridas para llegar al calculo

de y. La ecuacion 3 nos permite conocer la incertidumbre relativa

Por tanto, la relacién entre la incertidumbre combinada del valor y y la incertidumbre de

parametros independientes p, g...z de los cuales depende ésta es:

U.(y(p,q..2)) =y=* \/(M)Z + (M)Z + ... (4

4 q

Para calcular la incertidumbre debida a la regresion lineal se utiliza la ecuacion 5, en
donde b; es la pendiente de la curva de calibracion, n el numero de datos de la
calibracion X; es el i-ésimo valor del calibrante, Xpreq €l valor obtenida con la curva de
calibracion, Xmeq la media de los n valores X1, Xo... de los calibrantes, S la desviacion
estandar de los residuales, p el numero de replicas de la muestra y var (Xpred) €S la

varianza del valor obtenido con la curva de calibracion.

2

S 1 (x da—X d)2
var(xpred) =2l + L (5)

Sa?-(2x)

n

<
S|k

La incertidumbre tipo A se calcula con el nimero de repeticiones efectuadas y con la

desviacion estandar de las mismas, utilizando la formula que se indica a continuacion:

vi=y+ J(2) ®

En donde n es el numero de determinaciones efectuadas y “s” la desviacion estandar.

Esta incertidumbre también debera ser introducida en la ecuacion 4 dado que la
repetibilidad es también un componente de la incertidumbre combinada total.

U.(y(p,q...2) + rep) = y * \/(@)2 + (@)2 + -+ (\/iﬁ)z (7)
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Finalmente se multiplica la incertidumbre combinada por un factor K segun el nivel de
confianza con el que se pretenda presentar el resultado, con lo cual se obtiene la

incertidumbre expandida.
Resultado =y + K «U.(y(p,q ...z) + Uy) (8)

Generalmente el valor para el factor K (factor de cobertura) es de 2 para un 95% de

confianza.

A continuacién se muestra un ejemplo del calculo de incertidumbre de sulfuros para la

muestra Los suefios 1.

Debido a que la concentracién de cloruros presenta una relacion de tipo lineal con la

sefal generada por el equipo. La ecuacidon que representa este fenomeno es
y=mx+b

Por lo tanto, la expresibn matematica para el célculo de la concentracion de iones
cloruro es:
y—>b
xX=—
m
Donde x es la concentracion, y es el area bajo la curva, b es la ordenada al origen y m

es la pendiente.

La muestra de Los Suefios 1 fue procesada mediante una diluciéon (300 puL de la
muestra aforado a 10.0 mL con agua desionizada) para la cuantificacion de cloruros
utilizando un matraz y micropipeta para la dilucion. Con base en el diagrama de
Ishikawa (capitulo Ill, fig. 13 de esta tesis) y a la expresion matematica del célculo de

concentracion, la incertidumbre tipo B se calcula de la siguiente manera

Concentracion vol.empleado vol.de aforo
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La incertidumbre tipo A se calcula con el numero de repeticiones efectuadas de la

muestra y con la desviacion estandar de las mismas.

u=y+ (%) o

Para calcular la incertidumbre combinada total se unen la incertidumbre tipo Ay B en

una sola expresion matematica.

U(regresion))2 + (U(micropipeta))2 ( U(matraz) )2 n ( s )2 (11)

U =V % (— =
C(Y) y Conentracion vol.empleado vol.de aforo vn

Donde Ujegresion) 12 incertidumbre de la regresion lineal, Umicropipetay €S 1a incertidumbre
obtenida de los resultados de calibracion de la micropipeta, Umaraz) €S la incertidumbre
obtenida de los resultados de calibracién del matraz, y es la concentracion del ion en la
muestra tratada, s es la desviacion estandar y n el nimero de repeticiones de la

muestra.

Sustituyendo los valores de cada una de las variables obtenemos la siguiente

expresion:

) =y + (MR (R’ (2 (195 (1

U.(y) =y *V1.83%10 8+ 6.13+10 5+ 7.6+108+526+10* (13)

U.(y) =y =0.024 (14)

En donde y es igual a la concentracion de sulfatos para la muestra Los Suefios 1 (11.3
mg*L™). El resultado se multiplica por el factor de cobertura 2 para un 95% de

confianza, obteniendo como resultado.

U.(y) =10.54
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ANEXO 3. FORMULAS EMPLEADAS EN LA ADECUACION Y VALIDACION DEL
SISTEMA Y METODO ANALITICO.

1) Adecuacién del sistema.

PARAMETRO FORMULA
Media aritmética y:ZTy
Desviacién Estandar s= /z(y,_—ly)z
e
Coeficiente de Variacion CV = % *100
. t 2
Platos Teéricos N =16 (—r>
W,
., (trz - trl)
Resolucién Rs = T o
/2 Wy1 + Wy2)
Factor de Coleo. Agsoy = B
X
Factor de Capacidad. k’=t’t'—t0
i
Selectividad a=—2
k')

2) Precision (repetibilidad, intermediay del sistema).

PARAMETRO FORMULA
Media Aritmética y:zn_y
Desviacion Estandar s= Z(YL_‘?Z
—
Coeficiente de Variacion CV = y§ *100
3) Exactitud.
PARAMETRO FORMULA

Cantidad d
% de Recobro 0p R = Lantidadrecuperada 4

cantidad adicionada

4) Robustez.

PARAMETRO FORMULA OBSERVACION
Media Aritmética }7: Z_y y= con.cgntramon media a
n condiciones normales

¥, = concentracion media a
condicion variable
¥, = concentracion media a
condiciones normales

Diferencia Absoluta ldi| =|7; — ¥ol
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5) Linealidad (sistemay método).

Anexos.

PARAMETRO FORMULA
n)xy— X
Pendiente = Zy—zzg’
nYyx?— (Xx)
_Xy—mXx

Ordenada al Origen

Coeficiente de
Determinacién

Intervalo de Confianza para
la Pendiente

Intervalo de Confianza para
la Ordenada al Origen

Coeficiente de Variaciéon de
Regresion.

2

b

n
MExy) - E0)E )
MEx2) - T0HM(Zy?) - T2

IC (M) =m % ty975n-15p1

Yy'— m¥xy— by
n—2
IC (b) = b * t5,975,-25k0

Sy/x =

6) Limite de deteccion.

PARAMETRO FORMULA
nayxy— X
Pendiente = Zy—ZZg/
nyx?— (Xx)
Xy—mXx

Ordenada al Origen

Coeficiente de
Determinacién

Intervalo de Confianza para
la Pendiente

Desviacién Estandar

Limite de Deteccién

% —

b:

n
MExy) - (E2)E )
MEx2) - E0HM(Ey?) - (E»)2D)

IC (M) =m % ty975,-25p1

1

S = Sy, |————
/x 2 @Tx)
B JZ}/Z— mYxy—bXy
Syix = n—2
Shlanco = /Z(Zl—__f)z
LOD1 = w
LOD = 3.3 * Spianco

88



Anexos

El limite de deteccion se estima por 4 procedimientos, en los cuales, las formulas de la
tabla anterior se tienen que utilizar con los valores adecuados, segun la base del
calculo, la cual puede ser la sefial de ruido, curva de calibracién y desviacion estandar

de los blancos.

7) Limite de cuantificacion.

PARAMETRO FORMULA
: _nYxy— XxXy
Pendiente m=————+
nyx?— (Xx)
Ordenada al Origen b = XLy— mXyx
n
Coeficiente de 2 (X xy) - E0)E )
Determinacion mEx?) - (X x)Z)(n(Z yz) - ()2

IC (M) =m % ty975,-25p1

. Sm = Sy/
Intervalo de Confianza para x
la Pendiente
[y mIxy—bYy
Sy/x = n—2
Desviacién Estandar Shianco = /Z(yl—‘i’)z
e
10 * S,
Log1= —2—
Limite de Cuantificacion
LOQ2 — 10 = Sblanco

El limite de cuantificacion se estima por 4 procedimientos, en los cuales, las formulas
de la tabla anterior se tienen que utilizar con los valores adecuados, segun la base del
calculo, la cual puede ser la sefial de ruido, curva de calibracién y desviacion estandar

de los blancos.
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ANEXO 4. TABLA DE CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA VALIDACION DEL
SISTEMA Y METODO ANALITICO.

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION OBSERVACION
Asimetria A<2.00
Resolucion R > 1.50

Platos Tedricos Mayor numero de platos tedricos
Factor de Capacidad k’>1.00

Selectividad a1

Precision CV<11.3% Para fluoruro, nitrito y nitrato
(sistema, método y CV <8.0% Para bromuro y sulfato
repetibilidad) CV<22% Para cloruro
r“=0.9800

Linealidad del sistema y método

Selectividad

Limite de deteccién

Limite de cuantificacion

Robustez

Exactitud

IC(m) no debe incluir el cero
IC(b) incluye el cero
Respuesta del método debida
Unicamente al analito.

r*= 0.9800
IC(m) no debe incluir el cero

r’2 0.9800
IC(m) no debe incluir el cero

|d;| < 5.0 % de la concentracién
normal
94.0 % < %recobro analito < 106.0 %

Debe ser menor a la
concentracion minima de la
curva de calibracién para cada
analito.

Debe ser menor a la
concentracion minima de la
curva de calibracion para cada

analito.
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ANEXO 5. APLICACION DE UN ANALISIS ESTADISTICO: ANOVA.

Las manifestaciones hidrotermales se pueden caracterizar grosso modo mediante la
concentracion de aniones mayores, pH, conductividad, temperatura, solidos totales
disueltos y salinidad y poder establecer diferencias significativas entre manifestaciones

hidrotermales. Las hipotesis planteadas son:
HO: Us1 = Hs2 = Hs3 = Hsa = Hs5 = Hse = Hs7 = Hsg = Hso = Mposada
Ha: Ps1 # Ps2 # Us3 #  Hsa F Mss # Hse # Ms7 # Msg # Hso # HMposada

en donde la hipétesis nula (Ho) establece que las manifestaciones hidrotermales de
Bahia Concepcion son iguales en un 95% de confianza y la hipétesis alterna (Ha)

establece lo contrario a lo que establece la hipotesis nula.

Los tratamientos son cada uno de las manifestaciones hidrotermales y las variables
dependientes de aniones mayoritarios, pH, conductividad, temperatura, sélidos totales
disueltos y salinidad fueron utilizadas para describir cada tratamiento y poder establecer

diferencias significativas entre las manifestaciones hidrotermales.

Los resultados de la aplicacion del modelo de ANOVA empleando una prueba F de

Fisher se muestran a continuacion:

Tabla 1. Resultados de la aplicacién del estadigrafo F de Fisher utilizando las 10 manifestaciones

hidrotermales costeras de Bahia Concepcidn como tratamientos.

Grados
Sumade Cuadrado
Fuente de de . . o L
L cuadrados ) medio F calculada a F tedrica Criterio Decisién
Variacion libertad
(SC) (CMm)
(gh)
Entre Ho se
. 15890737.8 9 1765637.54 SiFc<Ft
tratamientos acepta
0.088 0.05 1.986
Dentro de Ho se
. 1803538717 90 20039319.1 SiFc>Ft
tratamientos rechaza

a = Nivel de confianza al 95%

Se puede ver que F calculada es menor a F tedrica, por lo tanto se acepta Ho y se

puede concluir que las diez manifestaciones son significativamente iguales al 95% de
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confianza con base a la composicion de aniones mayoritarios, pH, conductividad,

salinidad, sdélidos totales disueltos y temperatura de descarga.

Para realizar conocer si hay diferencias estadisticamente significativas entre los
diversos tipos de agua provenientes de Bahia Concepcion (agua de mar, agua dulce y

agua hidrotermal) se plantean las siguientes hipotesis:
HO: Us1 = Hs2 = Hs3 = Hsa = Hs5 = Hse = Hs7 = Msg = Hso = Mposada = HLT = UM = Hsi = Ham
Ha: Ps1 # Us2 # Us3 #  Hsa # Uss # Mse # Ms7 # Msg # Uso # Mposada # MLT # UM # Hsi # Ham

en donde la hipétesis nula (Ho) establece que las manifestaciones hidrotermales, el
agua de mar y el agua dulce proveniente de Bahia Concepcion son iguales en un 95%
de confianza y la hipétesis alterna (Ha) establece lo contrario a lo que establece la

hip6tesis nula.

Los resultados de la aplicacion del modelo de ANOVA empleando una prueba F de

Fisher se muestran a continuacion:

Tabla 2. Resultados de la aplicacién del estadigrafo F de Fisher utilizando las 14 muestras provenientes
de Bahia Concepcion como tratamientos. Comparaciéon de diversos tipos de aguas: agua de mar, agua

dulce y agua hidrotermal.

Grados
Suma de Cuadrado
Fuente de de ) » o L
L cuadrados _ medio F calculada o F tedrica Criterio Decisién
Variacién libertad
(SC) (C™M)
(g
Entre ) Ho se
. -6238311.9 9 -693145.7 SiFc < Ft
tratamientos acepta
-0.039 0.05 1.96
Dentro de Ho se
. 2276046617 130 17508050.9 SiFc>Ft
tratamientos rechaza

a = Nivel de confianza al 95%

Se puede ver que F calculada es menor a F tedrica, por lo tanto se acepta Ho y se
puede concluir que las catorce muestras son significativamente iguales al 95% de
confianza con base a la composicion de aniones mayoritarios, pH, conductividad,

salinidad, solidos totales disueltos y temperatura de descarga.
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Para realizar conocer si hay diferencias estadisticamente significativas entre los
diversos tipos de agua provenientes de Punta de Mita (agua de mar y agua hidrotermal)

se plantean las siguientes hipotesis:

HO: Ucontrol = Msuperficie = M5 m profundidad = Hventila
Ha: Mcontrol # Msuperficie # M5 m profundidad # Mventila

en donde la hipdtesis nula (Ho) establece que las manifestaciones hidrotermales de
Bahia Concepcion son iguales en un 95% de confianza y la hipétesis alterna (Ha)

establece lo contrario a lo que establece la hipotesis nula.

Los resultados de la aplicacion del modelo de ANOVA empleando una prueba F de

Fisher se muestran a continuacion:

Tabla 3. Resultados de la aplicacién del estadigrafo F de Fisher utilizando las 4 muestras provenientes

de Punta de Mita como tratamientos. Comparacion de agua de mar y agua hidrotermal.

Grados
Sumade Cuadrado
Fuente de de . . o o
L cuadrados ) medio F calculada a F tedrica Criterio Decision
Variacion libertad
(SC) (Cwm)
(D)
Entre Ho se
. 414629266 4 103657316 SiFc<Ft
tratamientos acepta
1.541 0.05 5.86
Dentro de i Ho se
. 1008868530 15 67257902 SiFc>Ft
tratamientos rechaza

a = Nivel de confianza al 95%

Se puede ver que F calculada es menor a F tedrica, por lo tanto se acepta Ho y se
puede concluir que las cuatro muestras provenientes de Punta de Mita son
significativamente iguales al 95% de confianza con base a la composicién de aniones
mayoritarios, pH, conductividad, salinidad, solidos totales disueltos y temperatura de

descarga.
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ANEXO 6. FACTORES PARA CALCULAR EL VOLUMEN CALIBRADO EN PIPETA'Y
MATRAZ A DIFERENTES TEMPERATURAS.

Temperatura | Densidad del agua | Volumen de 1 g de agua (cm3) Corregido a 20°C
TO) (g/cm) a la temperatura indicada
10 0.99997026 1.001 4 1.0015
11 0.99996084 1.0015 1.0016
12 0.9995004 1.0016 1.0017
13 0.9993801 1.0017 1.001 8
14 0.999247 4 1.0018 1.0019
15 0.599102 6 1.002 0 1.002 0
16 0.998946 0 1.002 1 1.002 1
17 0.998777 9 1.002 3 1.002 3
18 0.998598 6 1.0025 1.0025
’ 19 0.988408 2 1.0027 1.0027
20 0.898207 1 1.0029. 1.002 9
| 21 0.997995 5 1.003 1 1.003 1
' 22 0.997773 5 1.003 3 1.003 3
23 0.997541 5 1.003 5 1.003 5
24 0.997299 5 1.003 8 1.003 8
25 0.997047 9 1.004 0 1.004 0
26 0.99799678 1.004 3 1.004 2
27 0.997516 2 1.004 6 1.004 5
] 28 0.997236 5 1.004 8 1.004 7
28 0.995947 8 1.005 1 1.005 0
1 30 0.295650 2 1.005 4 1.005 3
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ANEXO 7. TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION t DE STUDENT.

L

-
n 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 0.975 0.99 0.995
1 1.000 1.376 1.963 | 3.078 | 6.314 | 12.706 | 31.821 | 63.657
2 0.816 | 1.061 | 1.386 | 1.886 | 2.920 | 4.303 | 6.965 | 9.925
3 0.765 0.978 1.250 1.638 | 2.353 | 3.182 | 4.541 5.841
4 0.741 0.941 1.190 1.533 | 2.132 2.776 | 3.747 | 4.604
5 0.727 0.920 1.156 1.476 | 2.015 | 2.571 3.365 | 4.032
6 0.718 0.906 1.134 1.440 1.943 | 2.447 | 3.143 | 3.707
7 0.711 0.896 1.119 1.415 1.895 | 2.365 | 2.998 | 3.499
8 0.706 0.889 1.108 1.397 1.860 | 2.306 | 2.896 | 3.355
9 0.703 | 0.883 | 1.100 | 1.383 | 1.833 | 2.262 | 2.821 | 3.250
10 0.700 0.879 1.093 1.372 1.812 2.228 | 2.764 | 3.169
11 0.697 0.876 1.088 1.363 1.796 | 2.201 2.718 | 3.106
12 0.695 0.873 1.083 1.356 1.782 2.179 | 2.681 3.055
13 0.694 0.870 1.079 1.350 1.771 2.160 | 2.650 | 3.012
14 0.692 0.868 1.076 1.345 1.761 2.145 | 2.624 | 2977
15 0.691 0.866 1.074 1.341 1.753 | 2.131 2.602 | 2.947
16 | 0.690 | 0.865 | 1.071 | 1.337 | 1.746 | 2.120 | 2.583 | 2.921
17 0.689 0.863 1.069 1.333 1.740 | 2.110 | 2.567 | 2.898
18 0.688 0.862 1.067 1.330 1.734 | 2.101 2.552 | 2.878
19 0.688 0.861 1.066 1.328 1.729 | 2.093 | 2.539 | 2.861
20 0.687 0.860 1.064 1.325 1.725 | 2.086 | 2.528 | 2.845
21 0.686 0.859 1.063 1.323 1.721 2.080 | 2518 | 2.831
22 0.686 0.858 1.061 1.321 L.717 | 2.074 | 2.508 | 2.819
23 | 0.685 | 0.858 | 1.060 | 1.319 | 1.714 | 2.069 | 2.500 | 2.807
24 0.685 0.857 1.059 1.318 1.711 2.064 | 2492 | 2.797
25 0.684 0.856 1.058 1.316 1.708 | 2.060 | 2.485 | 2.787
26 0.684 0.856 1.058 1.315 1.706 | 2.056 | 2.479 | 2.779
27 0.684 0.855 1.057 1.314 1.703 | 2.052 | 2.473 | 2.771
28 0.683 0.855 1.056 1.313 1.701 2.048 | 2.467 | 2.763
29 0.683 0.854 1.055 1.311 1.699 | 2.045 | 2.462 | 2.756
30 0.683 0.854 1.055 1.310 1.697 | 2.042 | 2.457 | 2.750
40 0.681 0.851 1.050 1.303 1.684 | 2.021 2423 | 2.704
60 0.679 0.848 1.046 1.296 1.671 2.000 | 2.390 | 2.660
120 0.677 0.845 1.041 1.289 1.658 1.980 | 2.358 | 2.617
¥ 0.674 0.842 1.036 1.282 1.645 1.960 | 2.326 | 2.576
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ANEXO 8. TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION F DE FISHER.

1-0=0.95

1-a=P(Fsf,,,)

Vs il 2 3 M X ¥ XN 2 0 MW 4 50 &0 TO 40 80 100 200 500 1000
1 248307 248579 148833 249052 249260 249453 2450631 240738 249951 SO0 250444 251774 252186 252458 152713 251888 203043 253676 254062 254.186
2 18,448 19450 19452 19454 19456 19457 19458 194BD 19481 19483 15471 1947TE 19473 19481 15483 15485 19486 19491 19454 15488
3 B.E54 8548 B4 BE38 BE3. B8 BEIE  BA2I BE2] E8IT BS54 BEei BST2  Eses BERD B.EET BESL BS540 BE3Z B.529
4 5795 S7eT BT STM GTES SWME3 ETER STR G750 5SW4E ST 5699 GEBR SETS EET3 GERR SERL SE4E EEIE EEXD
5 4545 4541 4E3 2B LEM 4515 4EW0 2505 4500 4435 dasd sasd 2831 44D aa8dE L4030 2408 43S 43T 4.365
] 3.B65 IS 3p4F 3B 3RS 38 B33 3ME 3M3 308 3TN ATR4 AT AT AT ATIE AT2 e AETE 3ET
7 3435 4z 3418 3210 1408 3337 3351 3386 338 33T 3340 i35 330 ird 3386 31280 75 iz2 3138 1234
] %40 N 23 ans 308 3o 3a0ss amed 30 30T 343 300 3005 25 2886 2580 2975 2851 2837 28m;
g 28906 1817 2508 23500 2833 IE% 2BBD 2474 2BE3 & 2BI6 2803 2787 XTMe  17EE 2761 1786 LT 2T 1Mz
10 27E4 274 2ME 2T¥ O 27TM 2T IME 270 2705 2T 2Ee1 2837 26M 2E08 260 25D4 2588 2583 2548 2B43
11 2E36 IEXE BT 2609 2601 I e 2sE2 257 z5m 28N 2507 2480 Z4TE 246D 2482 1857 4 241 2410
12 2533 253 25 2505 2498 2491 2484 247B 2471 2488 2426 24D 2384 23T 2363 23t 2380 233 2T 2am
13 2448 2438 2428 2410 2412 2405 2388 23W 2386 230 2338 234 2297 24 1B 2267 2261 I 2B 2212
14 23 2357 2387 239 23 233 23 230 234 230 2266 2241 2223 2210 22 249 2487 2488 244 %
15 2HE 23 287 2288 2280 2372 2I6E 2289 2253 2T 22M 247E 2460 24T 2437 2430 2423 205 20TE 2OMm
1@ 2384 234 234 2335 2247 IO IMI 0 226 2200 29 2481 2424 2406 083 2DE3 2O07E 2068 2@ 2032 1DME
17 218 e 1. 2130 218 174 L1eT 2960 218 48 AR 2077 2058 ZME  203S 2017 2020 121 1873 1.867
13 2173 288 2158 2150 214 14 11 211 2113 207 2063 M 207 zom 15893 1.885 1578 1248 1529 1823
18 1944 2133 213 2114 2106 20 20S0 2084 a0 2o 2026 1888  1.380 1965 1985 1.547 1320 1510 1.8 1.884
20 2112 ;2082 2082 2074 IDes 2088 2082 2085 O3S 1.554 18686 1326 1532 1822 1.813 1.507 1875 1.856 1.850
21 2.084 2073 2063 205 245 207 2030 2023 2M6 200 1868 18938 1946 1502 183 1883 1876 1345 1B2E 1.848
22 2058 e 2038 202 20 imz 2004 1997 1.330 1584 1.938 1808  1.883 1875 1.864 1.856 1823 1317 1.797 1.750
23 2.036 M 204 2005 18 1= 1881 19T 18T 15 1544 1885 1865 1850 1833 1B 1823 1™ im 1764
24 2M5 1003 1593 1384 1.975 1567 i858 1352 1345 1533 1.852 1883 1822 15822 1816 1.808 1.800 1788 1.747 1.740
25 1.535 1254 1574 198 1855 1547 1838 1531 182 1913 1872 1842 1822 &7 4TEE 1TEY 1T 1ME ATIE i.me
28 1578 1585 1.856 1345 1338 1553 184 1312 1.507 1501 1.853 1823 1803 1.mes 1776 1.767 1.760 17% 1.705 1.638
27 1.961 1250 1840 1930 1.8 1212 1805 1898 189 124 1B {BDE 1785 170 4TS 14 1A 1ME 1.EEE 1.673
28 1548 1535 1.824 1315 1.306 1597 iB8s 1.8 1.875 1283 1.820 1780 1.768 1754 1742 1.713 1725 181 1.665 1662
28 1532 15221 #0150 189 123 187 1888 1.BG1 184 1BE 1TME 17H TR 17X M7 170 1ETE 1.6E3 1642
a0 1918 1508 1.897 1.887 1.878 15m0 1.BE2  1.85: 1.847 1241 1.732 1761 1740 174 1.2 1.703 1635 1850 1.637 1.630
40 1.836 1814 1803 1793 1783 4TS ATRE 1753 4TSI 1744 B33 1BED 1837 1EN f.ED8 1537 1589 1E5M 1.526 1547
a0 1 1758 1.748 1.737 1727 1me inMop 10 1884 1887 1.634 1588 1576 1552 1544 1.534 1.525 1434 1457 1448
il 1736 172 4™ 1700 1880 18 1672 1684 1556 1543 1534 1SR 15M 156 1802 148 14M 1432 1408 1.399
70 1.708 18 fE8E 157 iR 1854 1B4E 1B 1B 18X 1BEE 1530 1505 1485 1471 1483 1450 1404 104 1384
ED 1683 1677 1.665 1854 1528 154 1836 1617 1603 1502 1548 1508 1482 1453 1448 1.436 1425 1313 1.347 1336
po 1.675 1882 1.650 1639 1629 1519 1610 160 1533 1588 1.528 1481 1485 1445 1428 1.447 1407 1328 1126 1244
100 1663 1850 1.638 1627 1516 1507 iE88 1589 1.581 1573 1515 1477 1450 1430 1415 1.402 1332 1342 1.308 1256

200 1.608 153 1.583 1572 1.561 1521 1841 1533 1524 1518 1488 1498 1388 134 1348 1332 1.3 123 1.2 1205
500 1577 1553 1551 1533 1.528 1518 1508 149 1250 1482 1418 1376 1348 1322 1303 1.288 13275 1210 1158 1138
1000 | 1588 1853 1840 158 157 =07 1487 148 14T 14T 1406 1383 133 132 1388 1273 1260 143 14 1.110
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